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RIASSUNTO 
Parole chiave: IBR, eradicazione, allevamento brado 
IBR è una malattia infettiva contagiosa che colpisce i bovini ed altri ruminanti 
domestici e selvatici. L'infezione primaria è accompagnata da varie manifestazioni 
cliniche quali rinotracheite infettiva, aborto, vulvovaginite pustolosa e infezione 
sistemica nei neonati. La malattia causa significative perdite economiche e restrizioni 
commerciali. 
Diversi paesi europei ed alcune regioni italiane, hanno avviato piani di eradicazione . 
Dopo una rassegna bibliografica della letteratura su controllo e strategie di eradicazione, 
riportiamo i risultati dell'applicazione del piano di eradicazione varato dalla Regione 
Toscana in un allevamento di bovini allevati allo stato brado situato a Paganico (GR), 
Italia. Il piano si basa sulla vaccinazione con vaccino gE-deleto inattivato e controllo 
sierologico dei soggetti mediante ELISA competitiva gE. Gli esami sierologici sono 
stati effettuati dall'Istituto Zooprofilattico Sperimentale di Grosseto. Lo stato di 
avanzamento del piano di eradicazione è stato valutato alla luce degli ultimi risultati 
ottenuti.  
 
ABSTRACT 
Keywords: IBR, eradication, free-range cattle. 
IBR is a contagious infectious disease that affects cattle and other domestic and wild 
ruminants. The primary infection is followed by various clinical manifestations such as 
IBR, abortion, IPV, and systemic infection in newborns calves. The disease causes 
significant economic losses and trade restrictions. 
Several European countries and some Italian regions have initiated eradication 
programs. After a review of the literature on control and eradication strategies, we 
report the results of the eradication programme, developed  by the Region Tuscany, in a 
free-range cattle farm located in Paganico (GR),Italy. The programme is based on 
vaccination with the inactivated gE deleted vaccine and serological controls by 
competitive gE ELISA. The serological tests were carried out by the Istituto 
Zooprofilattico Sperimentale of Grosseto. The progress of the eradication programme 
has been assessed in the light of recent results.  
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CAPITOLO I 
 
RINOTRACHEITE INFETTIVA 
BOVINA/VULVOVAGINITE PUSTOLOSA  
(IBR-IPV) 
 
1.1   INTRODUZIONE 
 
La Rinotracheite Infettiva del bovino (IBR) è una malattia infettiva contagiosa 
caratterizzata da una serie di quadri morbosi che, oltre alla rinotracheite, comprende 
forme di cheratocongiuntivite,  aborto, vulvovaginite e balanopostite, metrite ed 
infertilità oltre ad episodi di meningoencefalite nei giovani animali. 
 
1.2   EZIOLOGIA 
 
L’IBR è causata da un herpesvirus (BoHV-1) che colpisce ruminanti domestici e 
selvatici. Virus antigenicamente correlati a BoHV-1 sono stati isolati da diverse specie 
di ruminanti tra cui cervi, daini, renne e gnu. Bufalo e fauna selvatica possono svolgere 
un ruolo importante nel mantenimento dell'infezione (Boelaert et al., 2000). BoHV-1 è 
un membro della famiglia Herpesviridae, sottofamiglia Alphaherpesvirinae, genere 
Varicellovirus. Il genoma virale è costituito da DNA a doppia elica (Muylkens et al., 
2007). Il virus possiede un nucleocapside a simmetria icosaedrica ed è provvisto di 
envelope. 
Si conosce un solo sierotipo di BoHV-1, ma sono stati identificati vari genotipi con 
diverse proprietà biologiche: il genotipo 1.1 responsabile di rinotracheite, congiuntivite 
e encefalite; il genotipo 1.2 a sua volta distinto in BoHV-1.2a (isolato in corso di 
malattia respiratoria) e 1.2b (responsabile di vulvovaginiti e balanopostiti contagiose). 
Un altro genotipo responsabile di encefalite nei vitelli è stato successivamente inserito 
in una diversa specie ed identificato con la sigla BoHV-5 (Edwards et al. 1990, 1991). 
 
1.3   PATOGENESI 
 
In condizioni naturali gli animali si infettano soprattutto per via intranasale e genitale. Il 
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virus si moltiplica nelle prime vie respiratorie provoca riniti, laringiti e tracheiti. 
L'Infezione dei bovini con BoHV-1 altera la resistenza a infezioni batteriche secondarie 
da agenti come Manneheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus somnis 
(CMI; Yates, 1982; Leite et al, 2002). 
Le lesioni possono estendersi dal tratto nasale agli occhi attraverso il dotto 
nasolacrimale e possono dar luogo a scolo nasale e congiuntivite. Il virus può entrare 
nei tessuti del cervello dalla mucosa nasale attraverso il nervo trigemino provocando 
meningo-encefalite. Durante la fase di viremia il virus arriva alla placenta, passa al feto 
e provoca aborto. Il virus può causare occasionalmente una forma sistemica di malattia 
con alto tasso di mortalità nei giovani vitelli (Brake e Studdert, 1985; Turin e Russo, 
2003; Ackermann e di Engels, 2005). 
Nyaga e McKercher (1980) hanno dimostrato che BoHV-1 può infettare i monociti del 
sangue, dove si ha una replicazione virale limitata. Inoltre, BoHV-1 è in grado di 
sfruttare i linfociti come veicoli, almeno fino a quando non compaiono gli anticorpi 
neutralizzanti. Durante la prima replicazione alla porta d'ingresso il virus può penetrare 
negli assoni delle cellule nervose e, per trasporto intra-assonale, raggiunge i corpi dei 
neuroni nei gangli regionali dove si instaura l'infezione latente. L'ingresso del virus 
nelle cellule è un processo multi-step che coinvolge glicoproteine diverse e almeno due 
recettori cellulari (Mettenleiter, 1994). 
Il virus BoHV-1 può diventare latente a seguito di infezione primaria o di 
somministrazione di vaccini vivi attenuati . Si pensa che la latenza si possa sviluppare in 
quasi tutti gli animali che si sono infettati con dosi alte o basse di virus (Pastoret et al., 
1982). Il DNA genomico virale è rilevabile nei gangli sensoriali del nervo trigemino 
(Homan e Easterday 1980) e nei gangli sacrali spinali in caso di IPV/IPB. Latenza può 
verificarsi anche nelle cellule linfoidi tonsillari e nei linfociti del sangue periferico 
(Ackermann e Wyler, 1984). Il trasporto, i fattori stressanti ed i trattamenti cortisonici 
possono determinare riattivazione dell'infezione latente, con conseguente escrezione di 
particelle virali ed un successivo incremento dei titoli anticorpali. La vaccinazione non 
fornisce protezione contro lo stabilirsi di una infezione latente con un ceppo selvaggio 
(Jones et al. 2000). La vaccinazione in animali con infezione latente non impedisce la 
riescrezione di un ceppo selvaggio. Gli anticorpi anti-BoHV-1 di origine materna non 
riescono ad impedire sempre l'attecchimento dell'infezione  ed alcuni di questi soggetti 
possono entrare in  latenza  ed una volta esauriti gli anticorpi di origine colostrale 
risultare  sieronegativi (Homan e Easterday, 1983). 
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Dopo l'infezione clinica o subclinica dell'apparato respiratorio, BoHV-1 si diffonde 
lungo i nervi fino al gangli del trigemino dove il DNA virale può rimanere latente. 
Tuttavia, il virus può essere distribuito in tutto il corpo a seguito di infezione intranasale 
e stabilire la latenza anche in altri  gangli più lontani dalla porta d'ingresso (Winkler et 
al., 2000). Titoli elevati durante la riattivazione e riescrezione sono stati riportati dopo 
stress (Straub, 1990; Pastoret et al., 1982), trasporti (Thiry et al., 1987), con infezione 
del virus parainfluenza-3 (PI-3) (Mensik et al., 1976) o Dictyocaulus vivipari (Msolla et 
al., 1983), il parto, trattamento con desametasone e con ormone adrenocorticotropo 
(ACTH). Riattivazione spontanea senza segni clinici è stata osservata ad intervalli 
irregolari (Schultz et al., 1977.; Grom et al., 2006). 
Infezione intravaginale ha comportato la latenza di BoHV-1 nei gangli sacrali 
(Ackermann e Wyler, 1984) e disseminazione di BoHV-1 da fluidi vaginali e nasali 
dopo stress o trattamento con corticosteroidi. I tori, una volta infettatisi vengono 
considerati come escretori intermittenti di BoHV-1 (Goffaux et al., 1976). Ci sono prove 
circostanziali che, dopo infezione respiratoria, BoHV-1 è escreto nel liquido seminale 
dei tori infetti per periodi molto lunghi. Escrezione virale da prepuzio, vagina e mucosa 
nasale è stata riferita fino a 578 giorni dall'inoculazione sperimentale intraprepuziale, 
intravaginale (Rock, 1994; Schynts et al., 2003). 
Altri siti di latenza nei linfonodi e nella mucosa nasale sono stati determinati per BoHV-
1 mediante PCR (Van Engelenburg et al., 1995). 
 
1.4   EPIDEMIOLOGIA 
 
La trasmissione dell'IBR nella forma respiratoria avviene generalmente per contatto 
diretto a distanza ravvicinata. Le principali fonti di infezione sono essudati nasali e 
aerosol derivanti da colpi di tosse, secrezioni genitali, sperma, fluidi e tessuti fetali, 
placenta. Il virus può sopravvivere fino a 1 anno nello sperma congelato. Tutti gli 
animali di una mandria all'interno di una stalla possono infettarsi in breve tempo 
inalando goccioline di aerosol che trasportano particelle virali (Gibbs e Rweyemamu, 
1977; Edwards et al., 1991). 
Il virus può essere trasmesso dal seme durante la monta naturale o la FA e bovine che si 
sono infettate tramite la FA sono poi in grado di trasmettere il virus ad altri soggetti 
recettivi (Van Oirschot, 1995). Oltre all’infezione genitale, è stata accertata la 
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trasmissione verticale per via transplacentare (Rocha M.A. et al., 1998). Il virus 
sopravvive abbastanza bene nell'atmosfera specie a basse temperature e con un alto 
tasso di umidità relativa. E’ sensibile ai comuni disinfettanti ed agli enzimi proteolitici. 
 
1.5   ASPETTI CLINICI ED ANATOMOPATOLOGICI 
 
1-Forma respiratoria: è la forma più frequentemente osservata e presenta un andamento 
molto variabile. Nei casi lievi i segni clinici sono scolo nasale e oculare. Si osserva 
piressia (40,5-42 °C), inappetenza, aumento della respirazione, dispnea, tosse 
persistente, abbattimento e repentino calo della produzione lattea nelle vacche in 
lattazione. Lo scolo nasale è bilaterale, inizialmente sieroso e poi muco-purulento. La 
mucosa nasale è iperemica con lesioni necrotiche ricoperte da pseudomembrane 
fibrinose (Murphy et al., 1999). Se le incrostazioni vengono rimosse, i tessuti sottostanti 
appaiono iperemici da cui il nome 'naso rosso' che talvolta viene dato alla malattia. 
Infezioni secondarie batteriche o virali possono far aumentare i tassi di morbilità e 
mortalità. Le bovine recettive che si infettano nell'ultima fase della gravidanza 
abortiscono. A seguito della viremia, BoHV-1 attraversa la barriera placentaria 
infettando il feto (Owen et al., 1964). Dato che le lesioni virali sono costantemente 
osservate nel fegato del feto il virus arriva dalla vena ombelicale. BoHV-1 è uno degli 
agenti patogeni coinvolti nella febbre da trasporto. Altri virus e batteri coinvolti sono il 
virus della diarrea virale bovina, virus della parainfluenza-3, virus respiratorio sinciziale 
bovino (BRSV), Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus somnis 
(Yates, 1982). 
2-Forma genitale: L'IPV acuta di solito si sviluppa 1-3 giorni dopo l'accoppiamento. 
Diuresi frequente con sollevamento della coda sono i caratteristici segni che si notato 
inizialmente. Gli animali colpiti sviluppano febbre, abbattimento, anoressia, e cercano 
di evitare il contatto della coda con la vulva. La vulva è gonfia e iperemica con piccole 
pustole di 1-2 mm di diametro. Le pustole tendono a confluire e a formare membrane 
fibrinose bianco-giallastre che lasciano delle ulcere. Le lesioni guariscono di solito 10-
14 giorni dopo l'insorgenza della malattia, ma in alcuni animali, a seguito di 
complicazioni batteriche, può persistere scolo vaginale purulento  per diverse settimane 
(Turin e Russo, 2003). Anche la balanopostite (IPB) si sviluppa dopo un'incubazione di 
1-3 giorni. Lesioni simili a quelle dell’IPV si possono osservare a livello della mucosa 
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del pene e del prepuzio. La guarigione avviene entro 10-14 giorni, ma alcuni animali 
necessitano di diverse settimane per riprendere ad accoppiarsi normalmente. Forme lievi 
o sub-cliniche di IPV / IPB sono comuni (Pastoret et al., 1982; Tikoo et al., 1995). 
3-Forma neurologica: Gli animali colpiti mostrano incoordinazione dei movimenti, 
tremori, perdita dell'equilibrio e cadute seguite da opistotono e spasmi clonici ai muscoli 
degli arti e del collo. Entro 4 giorni dalla comparsa dei disturbi neurologici l'animale va 
in coma e muore. Alcuni animali possono recuperare ma restano ciechi (Gibbs e 
Rweyemamu, 1977; Schudel et al., 1986). Focolai di encefalite causata dalla variante 
neuro-invasiva BoHV-5 sono stati riportati in Australia, Canada, Argentina e Ungheria 
(Straub, 1990). 
4-Cheratocongiuntivite: è associata alla forma respiratoria ed è caratterizzata da edema 
palpebrale, lacrimazione abbondante che con il passare del tempo diviene 
mucopurulenta. Spesso si osserva anche cheratite ed opacamento corneale. 
 
1.6   DIAGNOSI 
 
L'infezione da BoHV-1 può essere sospettata sulla base dei rilievi clinici, patologici ed 
epidemiologici. Tuttavia, per fare una diagnosi precisa, sono indispensabili esami di 
laboratorio allo scopo di rilevare il virus (o i componenti virali) e gli anticorpi specifici. 
Per identificare i soggetti con infezione latente è sufficiente l'esame sierologico. 
 
Identificazione dell'agente 
 
Il virus può essere isolato da tamponi nasali o genitali provenienti da animali con 
sintomi respiratori, vulvovaginite o balanopostite, raccolti durante la fase acuta 
dell'infezione e, nei casi più gravi, da vari organi raccolti post-mortem. A seguito di 
infezione, BoHV-1 può persistere negli animali infetti in stato latente nei neuroni 
sensoriali, ad esempio nel trigemino o gangli sacrali. In seguito a possibile riattivazione 
l'animale infetto può diffondere nuovamente il virus (riescrezione) senza segni di 
malattia clinica. Pertanto, animali siero-positivi devono essere classificati come infetti 
con BoHV-1 (con due eccezioni: sieropositività indotta da vaccino inattivato o dagli 
anticorpi colostrali). 
Per l'isolamento del virus, vengono utilizzate colture cellulari di origine bovina, o le 
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linee cellulari Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK). Il virus produce un effetto 
citopatico (CPE) in 2-4 giorni. Isolati di BoHV-1 possono essere tipizzati con analisi del 
DNA tramite enzimi di restrizione (RFLP) nei sottotipi 1.1 e 1.2. Gli isolati di BoHV-
1.2 possono essere inoltre differenziati in 2a e 2b. Lo sviluppo delle forme di 
rinotracheite o vulvovaginite/balanopostite dipendono più dalle fonti di infezione che 
dal sottotipo del virus. Il virus precedentemente denominato BoHV-1.3, un agente 
neuropatogeno, è ora classificato come BoHV-5. 
Sono stati inoltre sviluppati metodi di rilevazione del DNA virale; la tecnica della 
reazione a catena della polimerasi (PCR) è sempre più utilizzata nella diagnosi di 
routine. 
 
Raccolta dei campioni 
 
I tamponi nasali vengono raccolti da bovini durante la fase precoce dell'infezione, 
quando gli animali presentano scolo nasale sieroso o mucopurulento. Nei casi di 
vulvovaginite o balanopostite, si effettuano tamponi genitali che dovranno essere 
strofinati energicamente contro le superfici mucose in esame. Il prepuzio può essere 
anche lavato con soluzione fisiologica, raccogliendo poi il liquido di lavaggio. I 
campioni ottenuti vengono poi sospesi in terreno di trasporto (terreno di coltura 
cellulare contenente antibiotici e il 2-10% di siero fetale bovino BoHV-1-free  per 
proteggere il virus dall'inattivazione), raffreddati a 4 °C, e portati rapidamente in 
laboratorio. 
Durante la necroscopia possono essere prelevati, raschiati tracheali, tonsille, polmoni e 
dei linfonodi bronchiali. In caso di aborto, vengono esaminati il fegato del feto, 
polmoni, milza, rene e cotiledoni placentari. I campioni devono essere tenuti in ghiaccio 
e inviati al laboratorio nel più breve tempo possibile. 
Dopo l'arrivo in laboratorio, i tamponi vanno agitati a temperatura ambiente per 30 
minuti al fine di eluire il virus. Dopo la rimozione dei tamponi, il contenitore del 
tampone viene centrifugato a 1500 g per 10 minuti. I tessuti vengono omogeneizzati in 
una sospensione al 10-20% (w/v) in un terreno per coltura cellulare prima della 
centrifugazione a 1500 g per 10 minuti. Il surnatante viene filtrato tramite filtri di 0,45 
micron e utilizzati per l'isolamento del virus. L'isolamento del virus dal seme ha bisogno 
di accorgimenti particolari, perché il liquido seminale contiene enzimi e altri fattori che 
risultano tossici per le cellule e inibiscono la replicazione virale (vedi avanti). 
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Isolamento del virus 
 
Per l'isolamento del virus, possono essere utilizzate cellule primarie, secondarie o in 
linea continua derivate da organi di bovino (rene, polmone, testicolo, turbinati,  
trachea). Molto utilizzata è  la linea continua MDBK. Le colture cellulari vengono 
controllate giornalmente per osservare la comparsa di CPE, che risulta evidente di solito 
entro 3 giorni dalla inoculazione. L'effetto citopatico è caratterizzato dalla presenza di 
cellule arrotondate disposte a grappolo e riunite intorno a fenomeni litici del 
monostrato; a volte possono essere osservate cellule giganti con parecchi nuclei. 
(Brunner et al., 1988; Edwards et al., 1983). 
Per la corretta identificazione del virus si ricorre a test di sieroneutralizzazione con un 
antisiero BoHV-1 monospecifico oppure con anticorpi monoclonali neutralizzanti. 
Per identificare il virus recuperato come BoHV-1, il surnatante della coltura dovrebbe 
essere neutralizzato. Un metodo alternativo di identificazione del virus è la verifica 
diretta dell'antigene BoHV-1 nelle cellule intorno al CPE con un test di 
immunofluorescenza o immunoperossidasi (Kaashoek et al., 1994). Inoltre, il surnatante 
può essere utilizzato in studi per identificare il sottotipo mediante l'analisi della 
lunghezza dei frammenti dopo digestione con enzimi di restrizione (RFLP) o come 
templato di prove di PCR. 
 
Isolamento virale dal seme (test prescritto per il commercio 
internazionale) 
 
0,05-0,1 ml di seme fresco prediluito 1/10 è impiegato come inoculo di colture cellulari. 
 
Procedura della prova: 
• diluire 200 microlitri (µl) di sperma fresco in 2 ml di siero fetale bovino (privo 
di anticorpi contro BoHV-1) con antibiotici; 
• mescolare energicamente e lasciar riposare per 30 minuti a temperatura 
ambiente; 
• inoculare 1 ml della miscela sperma/siero su un monostrato di cellule sensibili 
(vedere l'isolamento del virus sopra) su una piastra a sei pozzetti di coltura 
tissutale; 
• incubare le piastre per 1 ora a 37 °C; 
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• rimuovere la miscela, lavare il monostrato due volte con 5 ml di mezzo di 
mantenimento ed aggiungere 5 ml di mezzo di mantenimento in ciascun 
pozzetto; 
• includere i controlli BoHV-1 negativi e positivi nel test. Particolare cautela deve 
essere presa per evitare la contaminazione accidentale di pozzi di prova con 
controllo positivo (ad esempio manipolando sempre l'ultimo controllo) e 
utilizzare piastre separate; 
• osservare le piastre al microscopio tutti i giorni per la comparsa di CPE. Se 
appare CPE, vengono fatti test di conferma per BoHV-1 con neutralizzazione 
specifica o con metodi di  immunomarcatura (vedi sopra); 
• se non c'è CPE dopo 7 giorni, le colture devono essere congelate e scongelate, 
purificate mediante centrifugazione e il surnatante utilizzato per l'inoculazione di 
monostrati freschi; 
• il campione è considerato negativo se non vi è evidenza di CPE dopo 7 giorni di 
incubazione di passaggi colturali; 
 
Rilevamento dell'acido nucleico 
 
Negli ultimi anni sono stati descritti vari metodi per il rilevamento del DNA di BoHV-1 
nei campioni clinici, compreso l'utilizzo di sonde per l'ibridazione del DNA e la PCR. 
La PCR è anche la più utilizzata nelle metodiche diagnostiche di routine (Moore et al., 
2000). Rispetto all'isolamento virale, la PCR ha il vantaggio primario 
di essere più sensibile e più rapida: può essere effettuata in 1-2 giorni. E 'anche possibile 
rilevare il DNA episomiale di virus non replicante nei gangli sensoriali (Van 
Engelenburg et al., 1993), ad esempio nel ganglio trigeminale, nella fase latente 
dell'infezione. Lo svantaggio è che le analisi con PCR sono inclini a contaminazione e 
quindi devono essere prese precauzioni per evitare falsi positivi. Il rischio di 
contaminazione è notevolmente ridotto da nuove tecniche di PCR, come la Real-Time o 
la PCR quantitativa (vedi di seguito) (Abril et al, 2004;.. Lovato et al, 2003). 
Finora la PCR è stata utilizzata principalmente per rilevare il DNA di BoHV-1 su 
campioni di sperma infetti artificialmente (Kramps et al., 1993) o naturalmente (Van 
Engelenburg et al., 1993). I geni TK, gB, gC, gD e gE sono stati usati nel disegno di 
primers per l'amplificazione con PCR. Inoltre, PCR basate sulla rilevazione di sequenze 
gE possono essere utilizzate per differenziare i virus di tipo selvaggio dai ceppi del 
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vaccino gE-deleto (Fuchs et al, 1999; Schynts et al., 1999). La discriminazione tra ceppi 
virulenti dell'IBR e ceppi vivi attenuati non è possibile con la tecnica PCR, per tale 
scopo viene utilizzato l'RFLP. Sono state sviluppate PCR specifiche in grado di 
discriminare tra BoHV-1, BoHV-5 e altri alphaherpesvirus correlati (Ashbaugh et al., 
1997; Ros et al., 1999). 
 
Real-time PCR (test prescritto per il commercio internazionale) 
 
Il seguente metodo di real-time PCR è stato sviluppato per rilevare BoHV-1 in seme 
bovino destinato al commercio. Numerosi studi hanno dimostrato che i test PCR sono 
più sensibili rispetto all'isolamento del virus (Smits et al., 2000; Van Engelenburg et al., 
1995; Vilcek et al., 1994; Wang et al., 2008; Wiedmann et al., 1993). La real-time PCR 
è stata utilizzata per la rilevazione di BoHV-1 e BoHV-5 in bovini e topi infettati 
sperimentalmente (Abril et al., 2004;.. Lovato et al., 2003) e una serie di test con PCR 
convenzionale sono stati utilizzati per la rilevazione di DNA BoHV-1 in campioni di 
sperma bovino infettati sperimentalmentete o naturalmente (Deka et al., 2005; Grom et 
al., 2006.; Masri et al., 1996; Van Engelenburg et al., 1993; Weiblen et al., 1992; 
Wiedmann et al., 1993; Xia et al., 1995). Sequenze di primer specifici sono state 
selezionate per amplificare le diverse parti conservate del genoma BoHV-1, tra cui il 
gene della glicoproteina B (gB) (Grom et al., 2006; Santurde et al., 1996), gene gC 
(Smits et al., 2000; Van Engelenburg et al., 1995), gene gD (Smits et al., 2000; 
Wiedmann et al.,1993), gene gE (Grom et al, 2006), e il gene per la timidina chinasi 
(TK) (Moore et al, 2000; Yason et al, 1995). 
La real-time PCR si differenzia dalla PCR standard in quanto i prodotti della PCR 
amplificati vengono rilevati direttamente durante il ciclo di amplificazione utilizzando 
una sonda di ibridazione, che ne esalta la specificità. I test in Real-time PCR hanno 
diversi vantaggi rispetto ai metodi convenzionali di PCR. Sono in grado di fornire 
sensibilità vicino o uguale ai metodi nested PCR con un rischio molto più basso di 
contaminazione. L'amplificazione e l'individuazione dei target è condotta 
simultaneamente, e i tubicini non devono essere aperti per l'analisi del prodotto su gel di 
agarosio. Non vi è alcuna manipolazione post-amplificazione del prodotto di PCR che 
riduca significativamente il rischio di contaminazione; è possibile eseguire l'analisi 
quantitativa. 
La real-time PCR descritta di seguito utilizza una coppia di primer per l'amplificazione 
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del DNA bersaglio e una sonda (TaqMan) per la rilevazione dei prodotti amplificati. 
L'oligoprobe è un singolo oligonucleotide sequenza-specifico marcato con due 
fluorofori diversi, il reporter/donatore, 5-carbossifluoresceina (FAM) al terminale 5 ', e 
l'accettante/quencher 6-carbossitetrametilrodamina (TAMRA) al terminale 3'. Tale real-
time PCR è stata progettata per rilevare su sperma bovino il DNA virale di qualsiasi 
ceppo BoHV-1, compresi i sottotipi 1 e 2. Il test amplifica selettivamente una sequenza 
di 97 paia basi del gene della glicoproteina B (gB). Dettagli del primer e delle sonde 
sono riportati nel protocollo descritto di seguito 
 
Preparazione dei campioni, materiale e reagenti 
 
• I campioni utilizzati per la prova sono rappresentati da sperma bovino 
conservato in azoto liquido. I campioni di seme possono essere trasportati al 
laboratorio in azoto liquido o spediti a 4 ° C e poi conservati in azoto liquido o 
ancora a -70 ° C (per la conservazione a lungo termine) o 4 ° C (per la 
conservazione a breve termine). La conservazione del seme a 4 ° C fino a 7 
giorni non altera i risultati del test PCR; 
• devono essere trattati tre campioni per ciascun prelievo di sperma. Ciascuna 
preparazione del DNA dovrebbe essere amplificata in doppio (sei amplificazioni 
in totale) per assicurare l'individuazione del DNA in campioni contenenti bassi 
livelli di virus; 
• le altre attrezzature necessarie per la prova comprendono una micro-centrifuga, 
un piastra di riscaldamento, un vaschetta d'acqua bollente, un micro-vortex, un 
agitatore magnetico , delle micropipette e naturalmente un ciclizzatore real-time 
PCR. Le Real-time PCR sono in grado di rilevare piccole quantità di acido 
nucleico bersaglio, quindi sono necessarie misure appropriate per evitare 
contaminazioni (ad esempio da altri campioni o, più comunemente, per cross-
contaminazione da prodotti di PCR precedentemente effettuate). Inoltre, almeno 
un campione negativo deve essere trattato in parallelo per stimare il rischio di 
contaminazione.  
 
Estrazione del DNA 
 
• In un tubicino da 1,5 ml aggiungere Sodio Chelex 100 (Sigma) (10% w/v in 
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acqua distillata deionizzata):                                   100 µl 
• proteinasi K (10 mg / ml, Sigma):                          11,5 µl 
• DL-ditiotreitolo (1 M, Sigma):                                 7,5 µl 
• acqua priva di nucleasi:                                             90 µl 
• campione di seme:                                                     10 µl 
• mescolare delicatamente con una pipetta a volume variabile (è importante che la 
soluzione sia omogenea data la bassa solubilità del Chelex 100); 
• i campioni sono incubati a 56 ° C per 30 minuti e poi agitati ad alta velocità per 
10 secondi; 
• successivamente, i tubi sono incubati in acqua bollente per 8 minuti e poi agitati 
ad alta velocità per 10 secondi; 
• i tubicini vengono centrifugati a 10.000 g per 3 minuti; 
• il surnatante viene trasferito in un nuovo tubicino e può essere utilizzato 
direttamente per la PCR, o conservato a -20 ° C; 
 
Procedura della real-time PCR 
 
 Per la scelta dei primer e della sonda si fa riferimento al lavoro di  Abril et al., (2004): 
 
• primer gB-F: 5’-TGT-GGA-CCT-AAA-CCT-CAC-GGT-3’ (position 57499–  
57519 GenBank®, accession AJ004801); 
• primer gB-R: 5’-GTA-GTC-GAG-CAG-ACC-CGT-GTC-3’ (position 57595–
57575 GenBank®, accession AJ004801); 
• taqMan Probe: 5’-FAM-AGG-ACC-GCG-AGT-TCT-TGC-CGC-TAMRA-3’ 
(position 57525–57545 GenBank®, accession AJ004801); 
 
 
 
 
Rilevazione dell'antigene virale 
 
Possono essere fatti strisci su vetrino da tamponi nasali, oculari e genitali ed esaminati 
mediante immunofluorescenza diretta o indiretta. Nel test di immunofluorescenza 
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diretta, l'antisiero monospecifico è coniugato con un colorante fluorescente, ad esempio 
fluoresceina isotiocianato (FITC), mentre nell'indiretta gli anticorpi secondari sono 
coniugati con un fluorocromo. Al fine di ottenere risultati attendibili, è necessario 
campionare più animali di uno stesso allevamento che presentano febbre e scolo nasale 
sieroso (lieve). Gli strisci devono essere essiccati all'aria e fissati con acetone. Strisci di 
tamponi nasali di bovini con scolo nasale purulento o emorragico sono spesso negativi 
(Terpstra, 1979). Il vantaggio di questa tecnica di rilevazione dell'antigene è che può 
portare ad una diagnosi in giornata. Tuttavia, la sensibilità di questa procedura è 
inferiore a quella dell'isolamento del virus (Edwards et al., 1983) o PCR. Controlli 
positivi e negativi devono essere inclusi in ciascuna prova. 
Tessuti raccolti post-mortem possono essere esaminati per la presenza dell'antigene 
BoHV-1 tramite immunofluorescenza.  Anticorpi monoclonali (MAbs) sono sempre più 
utilizzati per la rilevazione degli antigeni, portando ad una maggiore specificità del test. 
Tuttavia gli MAbs devono essere attentamente selezionati in modo che possano 
riconoscere epitopi conservati nei vari isolati di BoHV-1. 
 
Differenziazione tra sottotipi di herpesvirus-1 bovino e di 
alphaherpesvirus dei ruminanti correlati con l'herpesvirus-1 bovino 
 
Con l'utilizzo di appropriati anticorpi monoclonali e l'ausilio dell'immunofluorescenza, 
radioimmunoprecipitazione, immunoperossidasi o immunoblot, è possibile differenziare 
i sottotipi 1 e 2b di BoHV-1 (Rijsewijk et al., 1999; Wyler et al., 1989). Si possono 
differenziare i sottotipi di BoHV-1 anche con digestione del DNA virale tramite utilizzo 
di endonucleasi di restrizione. L'RFLP comprende l'estrazione del DNA da virioni o da 
cellule infette, la digestione del DNA isolato con endonucleasi di restrizione e la 
separazione dei frammenti risultanti con elettroforesi su gel d'agarosio. La 
differenziazione tra i sottotipi 1, 2a e 2b di BoHV-1 è basata sul peso molecolare di tre 
frammenti di DNA ottenuti con digestione endonucleasica Hind III (Metzler et al., 
1985). Le tecniche RFLP sono di limitato valore diagnostico, ma possono essere utili 
negli studi epidemiologici. Inoltre, il modello RFLP degli isolati del virus può essere 
paragonato a quello del vaccino vivo. 
Quando è necessaria la differenziazione tra alphaherpesviruses correlati 
antigenicamente e geneticamente (BoHV-1, BoHV-5,  CapHV-1, BuHV-1, CvHV-1 e 2) 
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il miglioramento dei metodi d'indagine è possibile utilizzando anticorpi monoclonali 
(Keuser et al., 2004), l'amplificazione con PCR o il sequenziamento (Ros et al., 1999). 
 
Interpretazione dei risultati 
 
L'isolamento di BoHV-1 da un animale malato non indica inequivocabilmente che tale 
virus è causa di malattia. Ad esempio, può essere un virus latente che si è riattivato a 
causa di condizioni di stress. Deve pertanto essere effettuata una diagnosi di laboratorio 
di conferma per dimostrare sieroconversione da negativo a positivo, o un aumento di 
quattro o più volte la risposta anticorpale BoHV-1-specifica. Campioni di siero 
analizzati in doppio, prelevati a 3-4 settimane di distanza, devono essere esaminati per il 
rilievo di anticorpi specifici. 
 
Test sierologici 
 
Possono essere utilizzati per diversi scopi: 
• per diagnosticare un'infezione acuta: campioni di siero analizzati in doppio di 
animali in fase acuta o convalescente della malattia sono esaminati in un unico 
test. La sieroconversione da negativo a positivo o un aumento di quattro o più 
volte il titolo anticorpale è considerato sufficiente per dimostrare un'infezione 
acuta; 
• per dimostrare l'assenza di infezione (ad esempio ai fini del commercio 
internazionale); 
• per determinare la prevalenza dell'infezione in studi epidemiologici; 
• come supporto ai programmi di eradicazione e/o sorveglianza; 
• per scopi di ricerca, ad esempio nella valutazione della risposta anticorpale dopo 
vaccinazione; 
 
I test di sieroneutralizzazione (VN) (Bitsch, 1978) e vari test ELISA (Kramps et al., 
1993) sono di solito utilizzati per individuare gli anticorpi anti BoHV-1 nel siero. 
Qualsiasi animale sieropositivo è considerato un potenziale escretore intermittente del 
virus. Fanno eccezione i vitelli che hanno acquisito passivamente gli anticorpi con il 
colostro dalla loro madre e gli animali non infetti vaccinati con vaccini convenzionali 
non gE deleti. Esiste il rischio che vitelli che si sono infettati quando ancora 
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possedevano anticorpi di origine materna possano risultare sieronegativi (una volta 
scomparsi gli anticorpi di origine colostrale) pur avendo una infezione latente (Lemaire 
et al., 2000). 
In generale, i test sierologici possono essere suddivisi in test convenzionali e test 
marker. Fino ad oggi gli unici test marker disponibili sono ''BoHV-1 gE-antibody 
blocking ELISAs'' (Van Oirschot et al., 1997). Animali vaccinati con vaccini gE-deleti 
possono essere discriminati dagli animali infetti da virus di campo mediante tali test. 
 
I test ELISA, tra cui l'ELISA-gE, sono sempre più utilizzati per la rilevazione di 
anticorpi in campioni di latte (Wellenberg et al. 1998a), ma hanno alcune limitazioni. 
Testando latte di massa, un positivo al test gB-specifico indica che l'infezione è già 
diffusa tra gli animali (Frankena et al., 1997). Con l'ELISA gE-blocking, il latte di 
massa risulta positivo quando oltre il 10-15% degli animali è infetto (Wellenberg et al., 
1998b). Di conseguenza non è possibile dichiarare una popolazione libera dall'infezione 
da BoHV-1 con questi test partendo da latte di massa o da pool di campioni di latte. Un 
risultato negativo al test ELISA gE o gB eseguito su latte di massa, dovrebbe essere 
seguito dall'analisi di campioni di sangue individuali provenienti da tutti gli animali 
della mandria. Tuttavia, l'ELISA indiretto, ottimizzato per l'utilizzo con pool di latte di 
massa di 50 animali, può indicare in modo affidabile lo stato di questi animali nei 
confronti di BoHV-1. Il test del latte di massa può dare una stima della prevalenza di 
BoHV-1 in un allevamento, una zona o paese ai fini della sorveglianza generale (Nylin 
et al., 2000). Tali test dovrebbero essere integrati da test su siero (in singolo o pool) 
provenienti da animali non in mungitura. Per il monitoraggio dello stato dell'infezione 
in allevamenti da latte, i campioni di latte di massa comprendenti fino a 50 animali 
devono essere testati 3-4 volte all'anno con un test ELISA indiretto. Campioni di latte di 
massa positivi devono essere confermati da test su campioni di sangue individuale 
provenienti da tutti gli animali inclusi nel gruppo positivo al campione di latte. 
 
In un ampio studio sono stati valutati i test per la ricerca di anticorpi abitualmente 
utilizzati in Europa dai laboratori nazionali di riferimento (Kramps et al., 2004). A 
questa ricerca hanno partecipato dodici laboratori di riferimento di 12 paesi europei: 53 
campioni di siero e 13 campioni di latte, provenienti da diversi paesi, sono stati inviati 
in duplicato ai laboratori partecipanti. I campioni di siero comprendevano i 3 sieri di 
riferimento EU1 (anticorpo positivo), EU2 (anticorpi debolmente positivi e definiti 
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come campioni borderline) e EU3 (anticorpi negativi) (Perrin et al., 1994). Si è 
concluso che la VN e la metodica Elisa gB-specifica sono i test più sensibili per la 
ricerca di anticorpi nel siero. A causa della sensibilità molto alta dell'ELISA gB-
blocking, gli anticorpi-gB risultati debolmente positivi spesso non possono essere 
confermati da test alternativi (ELISA indiretto, VN). Recentemente sono stati sviluppati 
nuovi test ELISA indiretti altamente sensibili e specifici. I risultati di questi test ELISA 
sono comparabili con quelli ottenuti usando l' ELISA gB-blocking (Beer et al., 2003). 
 
I test ELISA-gE sono meno sensibili e specifici rispetto ai sistemi di prova 
convenzionali. Inoltre, la sieroconversione contro gE può essere ritardata, soprattutto 
negli animali vaccinati, e spesso non è rilevabile prima del 21°-35° giorno post-
infezione. Test ELISA indiretti di seconda generazione sono risultati essere i test più 
sensibili per la rilevazione di anticorpi specifici BoHV-1 nel latte. 
 
Sieroneutralizzazione 
 
I test di VN sono eseguiti con varie modifiche. I test variano in relazione al ceppo di 
virus utilizzato nel protocollo, alla diluizione iniziale del siero, al periodo di 
incubazione virus/siero (1-24 ore), al tipo di cellule utilizzate, al giorno della lettura 
finale e alla lettura del punto finale (50% contro 100%) (Perrin et al., 1993). Tra queste 
variabili, il periodo d'incubazione del virus / siero ha l'effetto maggiore sulla sensibilità 
della VN. Un periodo di incubazione di 24 ore può determinare il riscontro di titoli 
anticorpali fino a 16 volte superiori rispetto ad un'incubazione di 1 ora (Bitsch, 1978). 
Nel test di VN sono impiegate cellule bovine o altre linee cellulari, tra cui cellule 
secondarie di rene o testicolo bovino, ceppi di cellule di polmone bovino o cellule della 
trachea, oppure le linee cellulari di rene bovino Madin-Darby (MDBK). 
 
Protocollo per un test di VN 
 
• Inattivare i sieri, inclusi i sieri di controllo standard, per 30 minuti a 56°C; 
• eseguire diluizioni doppie dei sieri di prova in un mezzo di coltura cellulare. 
Iniziare con siero non diluito e continuare fino a 1/1024 in orizzontale su una 
piastra a 96 pozzetti a fondo piatto per coltura cellulare; utilizzare almeno tre 
pozzetti per diluizione e 50 µl per pozzetto. Sono inclusi nel test un siero di 
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controllo positivo diluito, sieri di controllo positivi deboli e negativi. Per il 
controllo di tossicità dei sieri è utilizzato un pozzetto extra con siero non diluito; 
• aggiungere 50 µl per pozzetto di BoHV-1 ad una diluizione nel mezzo di coltura 
calcolata per fornire 100-200 TCID50 per pozzetto. Nei pozzetti di controllo 
della tossicità, aggiungere 50 ul di terreno di coltura al posto del virus. 
Aggiungere 100 µl di terreno di coltura a dieci pozzetti vuoti per i controlli delle 
cellule; 
• fare diluizioni dello stock del virus residuo (retrotitolazione) almeno quattro-
dieci volte in terreno di coltura, utilizzando 50 µl per pozzetto e almeno quattro 
pozzetti per diluizione; 
• incubare le piastre per 24 ore a 37°C; 
• aggiungere 100 µl di sospensione cellulare (3x104 cellule per pozzetto); 
• incubare le piastre per 3-5 giorni a 37°C; 
• leggere le piastre al microscopio per verificare la comparsa di CPE. Validare il 
test controllando la retrotitolazione del virus (che dovrebbe dare un valore di 
100 TCID50 con un range consentito di 30-300 TCID50), i sieri di controllo, e i 
pozzetti di controllo cellulari; 
• i risultati del test del siero sono espressi come reciproco della diluizione di siero 
che neutralizza il virus nel 50% dei pozzetti. Se il 50% dei pozzetti con siero 
non diluito neutralizza il virus, il titolo viene letto come 1 (1/2 utilizzando la 
convenzione finale di diluizione). Se tutti i pozzetti non diluiti e il 50% dei 
pozzetti con 1/2 di siero diluito neutralizzano il virus, il titolo(alla diluizione 
iniziale) è 2 (diluizione finale 1/4). Per risultati qualitativi qualsiasi 
neutralizzazione ad un titolo di 1 o superiore (diluizione iniziale convenzionale) 
è considerato positivo. Se si osserva citotossicità nei pozzetti di controllo, il 
campione è segnalato come tossico (nessun risultato) a meno che la 
neutralizzazione del virus senza citotossicità si osservi ad alte diluizioni e il 
titolo possa essere letto senza ambiguità. La citotossicità di un siero interferisce 
con l'interpretazione dell'attività della neutralizzazione del campione, cambiando 
il mezzo nei pozzetti di minimo due o tre diluizioni nelle 16-24 ore dopo 
l'aggiunta di cellule si possono rimuovere gli effetti citotossici. 
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ELISA (test prescritto per il commercio internazionale) 
 
I test ELISA per la ricerca di anticorpi contro BoHV-1 stanno gradualmente sostituendo 
i test VN. Diversi tipi di test ELISA sono disponibili in commercio (tra cui l'ELISA 
indiretta e blocking), alcuni dei quali sono adatti anche per la rilevazione di anticorpi 
nel latte (Kramps et al. 2004). Per motivi di standardizzazione in un paese o in uno 
stato, può essere opportuno confrontare la qualità dei kit ed eseguire test di verifica dei 
lotti in base a criteri definiti in precedenza nel laboratorio nazionale di riferimento, 
prima che siano usati da altri laboratori . 
Esistono una serie di variabili nelle procedure di ELISA. Le più comuni sono: 
• preparazione degli antigeni e coating della piastra; 
• diluizione del campione; 
• periodo di incubazione di antigene e campione e della soluzione substrato/ 
cromogeno;  
Inoltre prima di essere utilizzato di routine, un kit ELISA dovrebbe essere validato in 
termini di sensibilità, specificità e riproducibilità. 
 
ELISA indiretta 
 
Il principio di un test ELISA indiretto si basa sul legame di anticorpi specifici presenti 
nel campione per immobilizzare l'antigene BoHV-1. Il legame degli anticorpi viene 
rilevato utilizzando un anticorpo  marcato antibovino . La presenza di anticorpi nel 
campione si tradurrà nello sviluppo di un colore dopo l'aggiunta della soluzione 
substrato/cromogeno. 
 
ELISA blocking 
 
La presenza di anticorpi nei campioni risulta in un ridotto sviluppo del colore dopo 
l'aggiunta della soluzione substrato/cromogeno. Un esempio di una procedura di ELISA 
gB-blocking è la seguente: 
 
• preparare l'antigene coltivando BoHV-1 in colture cellulari. Quando si osserva 
un ampio CPE , cellule e mezzo sono congelati a -20 °C. Dopo lo 
scongelamento il lisato cellulare risultante viene centrifugato per 4 ore a 8500 g. 
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Il sedimento contenente le particelle virali viene sospeso in un piccolo volume di 
PBS, raffreddato su ghiaccio e trattato con ultrasuoni. La preparazione di  
antigene viene poi centrifugata per 10 minuti a 800 g, e inattivata con l'aggiunta 
di detergenti (concentrazione finale di 0,5% Nonidet P 40). La preparazione di 
antigene viene utilizzata ad una diluizione appropriata rivestire le piastre da 
microtitolazione; 
• ricoprire le piastre da microtitolazione con l'antigene aggiungendo 100 µl di 
antigene diluito (in 0,05 M di tampone carbonato, a pH 9,6) in ciascun pozzetto. 
Sigillare le piastre con nastro adesivo, incubare a 37 °C over-night e conservare 
a -20 °C; 
• prima di eseguire la prova, lavare le piastre con Tween 80 allo 0,05%. 
Aggiungere 100 µl di siero negativo (siero fetale di vitello, FCS), 100 µl di 
ciascuno dei campioni di siero e 100 µl di sieri di controllo positivo, positivo 
debole e negativo. Solitamente i campioni di siero vengono testati non diluiti. 
Successivamente agitare, sigillare le piastre e incubare una notte a 37 ° C. In 
alcuni casi è necessario riscaldare i sieri per 30 minuti a 56 ° C prima del test al 
fine di evitare risposte non specifiche; 
• lavare le piastre accuratamente e aggiungere 100 µl di un anticorpo monoclonale 
gb-anti-BoHV-1/ coniugato perossidasi di rafano alla diluizione predeterminata e 
incubare di nuovo per 1 ora a 37 °C. L'anticorpo monoclonale deve essere 
selezionato con cura per la sua specificità per gB di BoVH-1; 
• lavare le piastre e aggiungere substrato preparato al momento/soluzione 
cromogena (ad esempio 0,05 M acido citrico tampone a pH 4,5, contenente 2,2 '-
azino-bis-[3-etilbenzotiazolina]-6-acido solfonico [ABTS; 0,55 mg / ml], 
aggiungere poi una soluzione al 3% di H2O2 [5 microlitri / ml]) e incubare per il 
tempo necessario (1-2 ore a temperatura ambiente); 
• misurare l'assorbanza delle piastre con uno spettrofotometro per micropiastre a 
405 nm 
• calcolare per ogni campione la percentuale di bloccaggio [(ODfcs - ODcampione ) / 
ODfcs × 100%]; 
• un campione è considerato positivo se ha una percentuale di blocco pari o 
superiore al 50%. Il test è valido se i sieri di controllo positivi e positivi deboli 
sono positivi e il siero di controllo negativo reagisce negativamente. I limiti 
24 
 
accettabili per il controllo e i valori soglia devono essere determinati per il 
singolo saggio; 
 
Standardizzazione 
 
In ogni test sierologico devono essere inclusi i sieri di controllo positivo forte, positivo 
debole e negativo. Un gruppo scientifico Europeo, promosso dal gruppo di veterinari 
operanti sulla fecondazione artificiale dell'Unione europea (UE), ha concordato l'uso di 
un siero fortemente positivo (EU1), un positivo debole (EU2) e negativo (EU3) per la 
standardizzazione dei test nei laboratori che esaminano i campioni provenienti dai centri 
di fecondazione artificiale (Perrin et al., 1994). Questi sieri sono stati adottati come 
standard internazionale e sono disponibili in quantità limitata presso i laboratori di 
riferimento dell'OIE per IBR/IPV (Central Veterinary Institute, Division of Virology, 
P.O. Box 2004, 8203 AA Lelystad, The Netherlands, and Anses Lyon, Laboratoire de 
pathologie bovine, 31 avenue Tony Garnier, BP 7033, 69342 Lyon Cedex 07, France). 
Le prove prescritte ai fini del commercio internazionale (VN o ELISA) devono essere in 
grado di identificare correttamente sia il controllo positivo EU1 che EU2. A causa della 
limitata disponibilità di sieri standard internazionali, vi è la necessità di preparare un 
nuovo pannello di campioni di sieri (e latte) di riferimento liofilizzati prelevati da 
animali infetti e da animali vaccinati. Tale pannello potrà essere utilizzato per 
convalidare i test di nuova concezione e per armonizzare i test fra laboratori. Sieri di 
riferimento supplementari sono disponibili in quantità limitata nei Laboratori di 
Riferimento OIE (ad esempio R1, R2 e R3 come sieri standard positivi, positivi deboli e 
molto deboli dal Laboratorio di Riferimento OIE in Germania). 
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II CAPITOLO 
 
PROFILASSI, CONTROLLO E PIANI DI 
ERADICAZIONE 
 
2.1   PROFILASSI VACCINALE 
 
La vaccinazione contro BoHV-1 è usata per proteggere gli animali dalle manifestazioni 
cliniche dell'infezione e come supporto nei programmi di controllo e di eradicazione. 
Sono attualmente disponibili in commercio diversi vaccini attenuati e inattivati. I 
vaccini attenuati sono somministrati per via intranasale o intramuscolare. Fra quelli a 
somministrazione intranasale troviamo le mutanti termosensibili, in grado di replicarsi 
sulla mucosa nasale dove la temperatura è più bassa, ma non negli organi interni 
dell'animale dove la temperatura è più elevata. I vaccini  inattivati contengono alti livelli 
di virus inattivato o porzioni della particella virale (glicoproteine) arricchiti con un 
adiuvante per stimolare un'adeguata risposta immunitaria e vengono somministrati per 
via intramuscolare o sottocutanea. 
Sono attualmente disponibili in vari paesi vaccini gE deleti (marker) attenuati o 
inattivati basati sulla delezione del gene che codifica per la glicoproteina E (gE) o su 
una subunità del virione, per esempio la glicoproteina D. L'uso di vaccini marker in 
combinazione con test diagnostici discriminatori permette di distinguere gli animali 
sieropositivi da infezione da quelli sieropositivi da vaccinazione (strategia DIVA da 
Differentiating Infected from Vaccinated Animals), e risulta di notevole aiuto nei 
programmi di eradicazione in paesi o regioni con un'alta prevalenza di infezione. In vari 
paesi dell'Unione Europea dove sono in corso programmi di eradicazione i vaccini gE 
deleti sono gli unici consentiti. 
Per la vaccinazione contro BoHV-1 vengono utilizzati sia vaccini ad immunogeni 
endogeni che ad immunogeni esogeni: 
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Vaccini ad immunogeni endogeni 
 
Sotto questa denominazione vengono compresi tutti i vaccini vivi attenuati. La dose di 
antigene presente nel vaccino è molto bassa e non sufficiente di per sé per indurre una 
adeguata risposta immunitaria. E’ necessario quindi che il virus presente nel vaccino si 
replichi nell’animale, esprimendo le proteine immunogene  che evocano la risposta 
immunitaria. La presenza di anticorpi passivi nel vitello o in animali sieropositivi da 
infezione può influire negativamente sulla capacità replicativa del virus vaccinale. 
 
Vaccini attenuati convenzionali 
 
Sono stati largamente utilizzati in passato con l’obiettivo di controllare le forme 
cliniche, ma attualmente sono poco utilizzati poiché la sieropositività che inducono non 
può essere differenziata da quella dovuta ad infezione con il virus selvaggio. 
Di seguito si elencano le caratteristiche principali dei vaccini attenuati convenzionali: 
 
• inducono una blanda infezione; 
• stimolano adeguatamente l’immunità locale, umorale e cellulo-mediata; 
• proteggono contro le forme cliniche; 
• sono controindicati in gravidanza perchè possono provocare aborto; 
• possono dare infezione latente negli animali vaccinati; 
• non sono distinguibili dagli stipiti selvaggi; 
 
Vaccini termosensibili 
 
Sono varianti fenotipiche che replicano alla temperatura di 30 °C, ma non replicano ad 
una temperatura superiore ai 37 °C. 
Caratteristiche principali dei vaccini termosensibili: 
 
• inducono una blanda infezione locale (mucosa nasale); 
• stimolano adeguatamente l’ immunità locale, umorale e cellulo-mediata; 
• se passano in circolo si comportano come vaccini inattivati non essendo in grado di 
replicarsi negli organi interni; 
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• proteggono contro le forme cliniche; 
• non provocano aborto; 
• possono dare infezione latente negli animali vaccinati;  
• sono distinguibili dagli stipiti selvaggi soltanto per la caratteristica della 
termosensibilità; 
 
Stipiti Timidino-chinasi negativi (TK negativi) 
 
Sono stipiti a cui è stato ''deleto'' il gene che codifica per l'enzima timidino-chinasi uno 
dei geni coinvolti nella virulenza. 
Caratteristiche principali dei vaccini TK negativi: 
 
• attenuati per delezione del gene della TK; 
• stimolano adeguatamente l’immunità locale, umorale e cellulo-mediata; 
• proteggono contro le forme cliniche; 
•  possono dare infezione latente negli animali vaccinati; 
• sono distinguibili dagli stipiti selvaggi per la mancanza del gene TK; 
 
Vaccini gE deleti vivi attenuati 
 
Rientrano in questa categoria i vaccini attenuati per delezione del gene che codifica per 
la glicoproteina E (gE). La gE è associata alla virulenza in quanto coinvolta con la gI 
nel passaggio da cellula a cellula. Gli animali vaccinati con questi vaccini non 
produrranno anticorpi verso la gE e saranno distinguibili da quelli che si sono infettati 
con virus selvaggio (Figura 1): 
 
Figura 1: differenze fra uno stipite selvaggio e lo stipite gE deleto. Il simbolo  Y indica 
gli anticorpi, nei vaccinati mancano gli anticorpi diretti verso la gE. 
 
U L U S
g C                   gB         gH       g L  gG  g D  g I g E  
Y Y Y Y Y Y Y Y
U L U S
g C                   g B         g H       g L  gG  gD  g I
Y Y Y Y Y Y Y
W ild  ty pe
g E -
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I motivi per i quali si è scelta la delezione della gE sono i seguenti: 
 
• tutti gli stipiti selvaggi esprimono la gE; 
• gli animali vaccinati con il vaccino gE deleto non presentano anticorpi diretti verso la 
gE; 
• gli animali infetti o vaccinati con vaccini convenzionali sono gE positivi; 
• se gli animali vaccinati si infettano successivamente con il virus selvaggio risulteranno 
gE positivi; 
• gli anticorpi anti-gE compaiono rapidamente dopo l’ infezione con stipiti selvaggi e 
persistono per tutta la vita; 
• la gE non è essenziale per la replicazione virale; 
 
Caratteristiche principali dei vaccini gE-deleti vivi attenuati: 
 
• stimolano adeguatamente l’ immunità locale, umorale e cellulo-mediata; 
• proteggono contro le forme cliniche; 
• non sono abortigeni (Strube et al., 1996)1; 
• l’ inoculazione intranasale  porta ad escrezione virale; 
• persistono nella popolazione (dati contraddittori); 
• sono differenziabili dagli stipiti selvaggi; 
 
Per quanto riguarda i vaccini immunogeni endogeni è particolarmente importante 
ricordare che tutti gli stipiti vivi attenuati vanno in latenza, possono riattivarsi, vengono 
escreti e poi trasmessi alla popolazione recettiva2.  
 
 
 
 
 
 
Nota 1: Non abortigeni fino a 10 volte la dose vaccinale inoculata per via intramuscolare ed endovenosa ad animali al 6°-7° mese di gestazione. La via endovenosa non è 
ovviamente quella raccomandata per la vaccinazione con uno stipite attenuato, ma rappresenta il metodo più efficace per rilevare la potenzialità abortigena di uno stipite. Tutti i 
vitelli nati da madri vaccinate in gravidanza sono risultati sieronegativi prima dell'assunzione del colostro e questo conferma che il virus non ha attraversato la placenta. 
 
Nota 2: Persistenza dei vaccini inattivati nella popolazione: 
Nelle infezioni acute auto-limitanti 
R0>1 l’ infezione persiste 
R0<1 l’ infezione si estingue 
Nelle infezioni persistenti il virus si presenta alla popolazione ad intervalli più o meno regolari. 
Il coefficiente R, tipico di ogni infezione, stabilisce il numero di animali che si possono infettare durante il periodo di contagiosità di un soggetto infetto. In pratica l’ infezione si 
mantiene nella popolazione fino a quando un soggetto infetto può contagiare almeno un altro soggetto recettivo. Nelle infezioni a carattere epidemico, il coefficiente R può 
essere molto elevato nella fase ascendente del picco epidemico, successivamente con l’ aumentare dell’ immunità di popolazione il valore di R si riduce fino ad estinguersi. 
Oppure R può ridursi per effetto della depopolazione in corso di stamping out.  
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Vaccini ad immunogeni esogeni 
 
Sotto questa denominazione vengono compresi tutti i vaccini inattivati, non replicativi. 
L’antigene è già contenuto nella dose inoculata. Il titolo virale prima dell'inattivazione è 
quindi molto più elevato di quello presente nei vaccini attenuati. 
 
Vaccini inattivati a virus intero 
 
• sono sicuri; 
• richiedono ripetute inoculazioni; 
• proteggono contro le forme cliniche; 
• non sono distinguibili dagli stipiti selvaggi; 
• la loro efficacia dipende da diversi fattori (dose, protocolli vaccinali, adiuvanti); 
 
Vaccini a subunità 
 
Il vaccino contiene solo una proteina virale, quella che stimola prevalentemente 
anticorpi ad attività neutralizzante, per esempio la glicoproteina D. Questa può essere 
prodotta per estrazione dalle particelle virali o più agevolmente prodotta con metodi 
ricombinanti su cellule eucariote. 
Caratteristiche principali dei vaccini a subunità: 
 
• se correttamente adiuvata induce buona protezione contro le forme cliniche; 
• la risposta immunitaria, in quanto indotta solo verso la glicoproteina D, può essere 
differenziata da quella indotta dal virus selvaggio. 
 
Vaccini gE deleti inattivati 
 
Si tratta degli stessi stipiti gE deleti sopra menzionati che vengono inattivati ed usati 
con aggiunta di adiuvanti, per questo risultano più sicuri, ma meno efficaci dei vaccini 
gE deleti-vivi nel proteggere dalle forme cliniche. 
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Criteri di impiego di vaccini anti IBR nei piani di eradicazione 
 
Divieto di impiego negli allevamenti aderenti ai piani di vaccini attenuati convenzionali 
 
Tali vaccini sono stati largamente utilizzati in passato per il controllo delle forme 
cliniche (prevalentemente infezioni respiratorie) e sono una delle cause dell’elevata 
prevalenza di sieropositività in alcune aziende. Infatti, gli animali vaccinati con tale 
vaccino non sono distinguibili dagli animali infetti. Inoltre tali stipiti vaccinali vanno in 
latenza, vengono escreti in corso di riattivazione e tendono a persistere nella 
popolazione animale. Il loro impiego non è pertanto compatibile con gli attuali piani di 
eradicazione. 
 
Impiego di vaccini inattivati convenzionali 
 
Questi vaccini rappresentano una alternativa economica rispetto ai vaccini gE deleti. 
Non potendo differenziare i soggetti vaccinati dai soggetti sieropositivi, trovano 
impiego solo per la vaccinazione di animali sieropositivi (infetti), allo scopo di limitare 
la escrezione virale di tali animali in corso di riattivazione di infezioni latenti. Il 
veterinario deve riflettere sulla opportunità di impiegare questo vaccino solo in quelle 
aziende in cui sia garantita una precisa ed inequivocabile identificazione dei soggetti 
sieropositivi. 
 
Impiego di vaccini gE deleti vivi attenuati 
 
Tali vaccini consentono la differenziazione dei soggetti vaccinati dai soggetti infetti con 
virus selvaggio. Si tratta comunque di vaccini vivi, in grado di determinare una 
infezione negli animali. Sulla persistenza dello stipite vaccinale nella popolazione i dati 
reperibili in letteratura risultano contrastanti. Si possono impiegare negli animali 
sieronegativi nelle fasi iniziali del piano, in allevamenti con elevata prevalenza dove sia 
nota la circolazione di virus. 
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Impiego di vaccini gE deleti inattivati 
 
Tali vaccini possono essere utilizzati in condizioni di bassa prevalenza d’infezione nei 
soli animali sieronegativi per conferire loro una protezione che limiti l’ attecchimento 
dell’ infezione da virus selvaggio, oppure si possono impiegare in condizioni di elevata 
prevalenza per l’ immunizzazione degli animali sieronegativi, solo quando sia accertato 
che la prevalenza sia legata all’ impiego precedente di vaccini non marker. 
 
Studi sperimentali sull'efficacia dei vaccini gE deleti nei programmi di 
eradicazione 
 
In un rapporto stilato nel 2000 dalla Commissione Europea vengono presi in 
considerazione diversi studi sull'utilizzo di vaccini gE deleti: 
 
Kerkhofs et al, (2000) hanno condotto uno studio il cui obiettivo era il confronto 
dell'efficienza di quattro diversi protocolli di immunizzazione basati sull'utilizzo di 
vaccini gE deleti vivi e inattivati. La prima vaccinazione veniva effettuata su vitelli di 
età compresa tra le quattro e le sei settimane. 
• Protocollo 1: due inoculazioni sottocutanee del vaccino inattivato; 
• Protocollo 2: due iniezioni intramuscolari del vaccino vivo; 
• Protocollo 3: somministrazione intranasale del vaccino vivo seguita da 
un'iniezione intramuscolare della stessa preparazione di vaccino vivo; 
• Protocollo 4: somministrazione intranasale del vaccino vivo seguita da iniezione 
sottocutanea con vaccino inattivato; 
Il gruppo di controllo è composto da bovini non vaccinati. Le risposte in immunità 
cellulo-mediata ed umorale sono state maggiori nei due gruppi in cui gli animali sono 
stati vaccinati almeno una volta con vaccino inattivato.  
A seguito di reinfezione, una buona protezione clinica è stata osservata in tutti gli 
animali vaccinati. Sebbene la protezione dal virus (riduzione del titolo del virus in 
tamponi nasali) è stata osservata in tutti gli animali vaccinati, quelli che avevano 
ricevuto almeno una somministrazione del vaccino inattivato hanno mostrato una 
riduzione significativa dell'escrezione virale rispetto a quelli che erano stati vaccinati  
solo con vaccino vivo. 
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Bosch et al, (1997) in uno studio comparativo per valutare la capacità di tre vaccini gE 
deleti a ridurre la riescrezione del virus dopo riattivazione della latenza, hanno testato 
un vaccino gE deleto vivo attenuato, un vaccino gE deleto inattivato e un vaccino 
sperimentale a subunità contenente la glicoproteina D (gD). Sono state vaccinate manze 
giovani con infezione latente due volte prima di essere trattate con alte dosi di 
desametasone. L'escrezione virale dopo il trattamento con desametasone è stata 
confrontata con quella di animali infetti non vaccinati utilizzati come controlli. Sia i 
vaccinati che i controlli risultavano escretori di virus. Tuttavia i vaccini ad immunogeni 
esogeni (inattivato ed a subunità) avevano ridotto la ri-escrezione virale più 
efficacemente rispetto al vaccino vivo. 
 
Conclusioni 
 
Le prove sperimentali riportate hanno dimostrato che i vaccini gE deleti possono ridurre 
la gravità dei segni clinici, la disseminazione del virus e la riattivazione dopo 
trattamento con desametasone. Tuttavia, l'efficacia varia con il tipo di vaccino (vivo o 
inattivato), con il regime di vaccinazione e il tipo di esperimento. Resta pertanto 
difficile raccomandare un particolare tipo di vaccino e uno schema di vaccinazione 
standard. Altri tipi di vaccino, come il vaccino a subunità gD, non sono stati testati a 
sufficienza. 
 
Prova di campo con vaccino gE deleto 
 
Nei Paesi Bassi è stato condotto uno studio random placebo-controlli a doppio cieco, su 
84 mandrie, per valutare l'efficacia di una iniezione intramuscolare di vaccino BoHV-1 
gE deleto somministrato a tutti i bovini di età superiore ai 3 mesi con richiami dopo 4 
settimane e dopo 6 mesi (Mars et al., 2000).  E' stata monitorata l'incidenza di infezioni 
da BoHV-1 nel corso di 17 mesi tramite la ricerca degli anticorpi contro la glicoproteina 
E. Nel gruppo trattato con placebo sono state rilevate 214 sieroconversioni su 3985 
coppie di sieri e nel gruppo vaccinato 67 sieroconversioni su 3601 coppie di sieri. Il 
rapporto di riproduzione3 R0 nel gruppo dei trattati con placebo è stato 2,5 (intervallo di 
confidenza 1,4-3,1) e nel gruppo vaccinato 1,2 (intervallo di confidenza 0,5-1,5). Il 
vaccino vivo gE deleto ha ridotto la trasmissione della infezione, ma non ad un R0 
inferiore a 1, suggerendo che possono essere necessarie misure supplementari per 
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ottenere l'eliminazione del virus in un allevamento. 
 
Conclusioni 
 
Entrambi i vaccini gE-negativi, vivi e inattivati, hanno dimostrato efficacia in 
condizioni di campo. Tuttavia sono state osservate in diversi esperimenti differenze 
significative tra il gruppo dei vaccinati con vaccini gE-deleti vivi o inattivati. I risultati 
variano a seconda dello schema di vaccinazione e dello stato dell'allevamento nei 
confronti dell’infezione. I dati disponibili non sembrano essere sufficienti per 
raccomandare uno schema vaccinale comune adatto per tutti i casi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota 3: Rapporto di riproduzione di base dell'infezione: numero medio di animali suscettibili che sono stati infettati da un singolo animale infetto di una certa popolazione di 
cinghiali selvatici. 
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2.2PROFILASSI SANITARIA E PIANI DI ERADICAZIONE 
 
2.2.1   PIANI ERADICAZIONE EUROPA 
 
Introduzione 
 
L'IBR si verifica in tutti i continenti, anche se con differenze di prevalenza e incidenza. 
Nella maggior parte dei Paesi la vaccinazione è ampiamente utilizzata su base 
volontaria e può aiutare ad abbassare le perdite economiche causate dalla malattia (Van 
Drunen Littel-van den Hurk et al., 1997). Per quanto riguarda i dati sull'Europa è 
disponibile in tabella 1 una panoramica sulla situazione  in diversi paesi europei. Le 
prime epidemie di IBR in Europa sono state osservate nel 1970 (Edwards, 1988;. 
Metzler et al, 1985). Da allora molti paesi europei hanno iniziato ad applicare 
programmi di controllo (Franken,1997; Straub, 1999). L'UE permette agli stati membri 
IBR-free di richiedere ai paesi esportatori di bestiame, sperma ed embrioni delle 
condizioni supplementari di garanzia sulla indennità da BoHV-1 (Noordegraaf et al., 
2000). A partire dalla fine degli anni 1990 sono stati inoltre compiuti  molti sforzi per 
raggiungere l'eradicazione dell'infezione nell'UE (Bätza, 2003; Beer. et al, 2003; Trapp 
et al, 2003). Si può concludere dai dati nella tabella 1 che l'abbattimento degli animali 
sieropositivi senza vaccinazione è stato il metodo che ha riscosso maggiori successi 
quando la sieroprevalenza dell'infezione BoHV-1 è relativamente bassa. Per realizzare 
l'eradicazione si raccomanda di creare un allevamento IBR-free dal quale attingere per 
le rimonte. Questo può essere realizzato gradualmente con la rimozione di tutti gli 
animali sieropositivi dall' allevamento e la loro sostituzione con progenie sieronegativa 
ed il ricovero degli animali positivi e negativi in stalle diverse. Come test sierologici si 
utilizzano vari kit ELISA da eseguire su campioni individuali di siero e latte e sul latte 
di stalla (Rosskopf et al., 1994.; Spirig et al., 1987-1989). Durante e dopo una campagna 
di eradicazione, la sorveglianza sierologica annuale è il presupposto per il 
riconoscimento precoce dei nuovi casi di infezione  e per il mantenimento dello stato di 
IBR-free. La movimentazione di bovini sieropositivi da un allevamento all'altro ed il 
commercio di sperma  utilizzato nell'inseminazione artificiale sono i fattori di rischio 
più importanti per gli allevamenti IBR-free (Kupferschmied et al., 1986; Six et al., 
2001). La vaccinazione con vaccini gE deleti in combinazione con l'eradicazione degli 
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animali gE positivi è di notevole aiuto per l'eradicazione negli allevamenti con elevata 
sieroprevalenza. 
 
TABELLA 1: panoramica sulla situazione europea. 
 
STATO PREVALENZA 
PRIMA DELLA 
CAMPAGNA 
IBR-FREE(a) VACCINAZIONE SORVEGLIANZA 
AUSTRIA 0,58% (1990) SI PROIBITA SI 
DANIMARCA BASSA(1984) SI(b) PROIBITA SI 
FINLANDIA 14 CASI SI(c) PROIBITA SI 
NORVEGIA BASSA SI(d)  SI 
SVEZIA BASSA SI(e) PROIBITA SI 
SVIZZERA 0,5-10%(1983) SI(f) PROIBITA SI 
BELGIO 62-65% NO VACCINO MARKER NO 
FRANCIA VARIABILE NO SI NO 
GERMANIA VARIABILE NO SI SI 
GRECIA NESSUN DATO NO   
UNGHERIA 13-79%(g) NO SI SI 
IRLANDA NESSUN DATO NO  SI(h) 
ITALIA 62-85% NO(i) IN PROGRAMMA SI 
LITUANIA 17.00% NO  SI 
LUSSEMBURGO NESSUN DATO NO SI SI 
POLONIA 20-38% NO PROIBITA  
PORTOGALLO NESSUN DATO NO(l) SI  
SCOZIA 12.00% NO   
SPAGNA ALTA NO(m) SI SI 
OLANDA 40,00%(BOVINI DA LATTE) NO VACCINO MARKER  
REGNO UNITO 2,10%(1964); 10,2% (1986) NO SI SI(n) 
a-OIE, 2003 
b-1991-1995: epidemie in 83 allevamenti. 
c-Nessun caso dal 1994 
d-Nessun caso dal 1993. 
e-Nessun caso dal 1995. 
f-29 casi dal 1993. 
g-A seconda delle dimensioni della mandria. 
h-Misure di controllo limitato dal 1996. 
i-Distretto di Bolzano: IBR-free, ma due epidemie nel 2002. 
l-102 casi segnalati nel 2003. 
m-827 focolai, 4985 casi nel 2003. 
n-Controllo dei movimenti all'interno del paese (unitamente ai centri di raccolta). Dati ottenuti sia dalla OIE (Handistatus II pagina) o dalla letteratura. 
(Msolla et al, 1981;. Edwards, 1988; Eloit, 1997; Franken, 1997; Bosch et al, 1998;. Nylin et al, 1998;. Köfer et al, 1999;. Straub, 1999; Tekes et al, 1999;. Thiry et al, 1999;. 
Boelaert et al, 2000;. Mars et al, 2000a;. Paisley et al, 2001;. Castrucci et al, 2002;. Limbourg et al, 2002.;Bätza, 2003; Trapp et al, 2003;. Truyen et al, 2003.) 
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Piani di controllo ed eradicazione e direttive CEE 
 
Nella definizione di piani di controllo ed eradicazione delle malattie infettive dei bovini, 
occorre fare riferimento alla Direttiva 97/12/CEE che modifica ed aggiorna la direttiva 
64/432/CEE, relativa ai problemi di polizia sanitaria in materia di scambi 
intracomunitari di animali della specie bovina e suina. L'IBR è inserita nell’elenco, 
riportato nell’allegato E (parte II), di tale direttiva. 
Nell’articolo 9 viene stabilito che qualora uno Stato membro abbia un programma 
nazionale o regionale obbligatorio può sottoporlo alla Commissione Europea precisando 
la distribuzione della malattia, il rapporto costo-benefici, le qualifiche e gli standard da 
seguire, le procedure di monitoraggio del programma, le misure da adottare e le 
garanzie complementari affinché il piano possa essere accettato in ambito comunitario. 
Nel momento in cui uno Stato membro ritiene che il proprio territorio, o parte di esso, 
sia indenne da una delle malattie elencate nell’allegato E, in accordo con l’articolo 10, è 
tenuto a presentare alla Commissione la documentazione volta ad ottenere la qualifica 
di “indennità” dalla malattia. 
In particolare la documentazione dovrà riportare la natura della malattia oltre la sua 
cronistoria, i risultati delle indagini sierologiche, virologiche ed epidemiologiche, il 
periodo durante il quale è si è svolto il piano, le misure preventive per controllare 
l’assenza della malattia ed infine le garanzie complementari. 
Per quanto riguarda i piani di controllo ed eradicazione dell'IBR, la situazione europea 
si presenta, al momento, alquanto variegata. Oltre a Paesi dichiarati “ufficialmente 
indenni”, come Danimarca, Svezia, Austria, Svizzera, Finlandia, vi sono Paesi nei quali 
è stato avviato un piano a livello nazionale (Olanda e Belgio) o a livello provinciale o 
regionale (Germania, Francia, Spagna e Italia). Attualmente in Germania è in atto un 
piano volontario a cui probabilmente farà seguito nell’immediato futuro un piano 
obbligatorio la cui bozza è già stata approvata. Il Belgio ha deciso di affrontare la 
malattia con un piano obbligatorio, mentre Francia, Spagna e Portogallo stanno attuando 
piani volontari su base regionale (Del Giudice, 1999). Particolarmente interessante è 
l’esperienza olandese volontaria (Mandinelli R. et al., 2001). Il piano di eradicazione è 
iniziato nel 1995 ed è rimasto volontario fino al 1998, quando è divenuto obbligatorio. 
Fino al 2000, anno in cui il piano ha ripreso ad essere volontario. 
Le linee guide che hanno caratterizzato il piano di eradicazione in Olanda si possono 
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schematizzare brevemente nei seguenti punti: 
 
• utilizzazione, come base di partenza, dei dati delle ricerche sierologiche e 
virologiche effettuate nell’ultimo decennio; 
• utilizzazione dei vaccini gE deleti (marker); 
• cooperazione tra veterinari, allevatori ed industria lattiero casearia; 
• particolare attenzione all'informazione sulle perdite conseguenti alla presenza 
della malattia e sui vantaggi derivanti dall’eradicazione con riferimenti precisi 
sui risultati raggiunti; 
• raccolta e gestione dei dati  utilizzando supporti informatici. 
 
In tutti i piani di eradicazione dei Paesi europei ci sono alcuni punti comuni come la 
fase iniziale “volontaria”, ed il coinvolgimento degli allevamenti da riproduzione. Altri 
aspetti come la gestione dei capi positivi, il controllo delle movimentazioni degli 
animali, la modalità di contenimento dell’infezione negli allevamenti infetti ed i tipi di 
vaccino da utilizzare, sono stati  affrontati in modo diverso ( Zambotto P. et al., 2001). 
 
PIANI  DI ERADICAZIONE  IN ALCUNI PAESI EUROPEI: 
 
FINLANDIA 
 
Legislazione finlandese concernente IBR/IPV 
La malattia è soggetta ad obbligo di denuncia (Nuotio L. et al., 2007) e una mandria 
sospettata di avere animali con IBR/IPV è posta sotto misure restrittive da parte del 
funzionario veterinario comunale. La decisione di prendere misure restrittive può anche 
essere attuata in base ai risultati dei campioni di latte di massa (BTM) di sorveglianza 
annuale (tabella 2). Tutti gli animali in un allevamento sospetto vengono esaminati 
sierologicamente per gli anticorpi contro BoHV-1. Se i risultati sono negativi le 
restrizioni vengono ritirate. Il proprietario del bestiame viene informato per iscritto della 
decisione di adottare misure restrittive quali: 
• tutti gli animali sieropositivi e clinicamente malati devono essere isolati; 
• i bovini possono essere trasportati solo dalla fattoria al macello; 
• la consegna di sperma bovino e l'uso di animali per la monta naturale è vietato; 
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• dopo che gli animali sieropositivi sono stati abbattuti le stalle e le attrezzature 
devono essere pulite e disinfettate con disinfettanti attivi contro i virus; 
• devono essere evitate visite inutili alle stalle dove sono ricoverati gli  animali  
• è obbligatorio l'uso di indumenti e calzature protettivi; 
• non sono previste limitazioni per l'uso del latte e per la consegna al caseificio. 
 
Le misure restrittive sono ritirate solo dopo che gli animali sieropositivi sono stati 
abbattuti e gli altri animali hanno dato risultato negativo per due volte; uno dopo un 
mese dall'abbattimento e l'altro dopo quattro mesi dal primo test. La macellazione può 
essere parzialmente effettuata a spese dello Stato (75% del valore dell'animale dedotti 
dal valore di macellazione) su istanza del proprietario e raccomandazione dei veterinari 
comunali e distrettuali. Il veterinario comunale ha l'obbligo di condurre un'indagine 
epidemiologica. La vaccinazione contro l'IBR/IPV in Finlandia è soggetta 
all'approvazione da parte del Dipartimento alimenti e salute e dal Ministero delle 
Politiche  Agricole e forestali. 
 
Tabella 2:(Campioni di latte di massa di sorveglianza e controllo di sieri individuali per 
gli anticorpi contro BoHV-1 tra  il 1990-2003). 
ANNO NUMERO CAMPIONI 
LATTE DI MASSA (BTM) 
NUMERO 
POSITIVI 
NUMERO 
CAMPIONI DI 
SIERO 
INDIVIDUALE 
NUMERO NUOVI 
POSITIVI 
NUMERO CAMPIONI 
DI SIERO DA ANIMALI 
DA CARNE 
NUMERO 
POSITIVI 
1990 9879(a) 3 2420 0 - - 
1991 36899 l(b) 6224 90 - - 
1992 37923 l(b) 7496 0 - - 
1993 34115 l(b) 4954 0 3248 0 
1994 34169 l(b) 5210 0 12764 0 
1995 32588 0 3078 0 2544 0 
1996 30569 0 2343 0 2839 0 
1997 28577 0 2903 0 2845 0 
1998 26934 0 2125 0 2758 0 
1999 24872 0 2296 0 2920 0 
2000 22698 0 2688 0 2899 0 
2001 21040 0 2407 0 2996 0 
2002 19870 0 2021 0 2816 0 
2003 18519 0 2321 0 6753 0 
(a: Un campione, 1 / 4 del totale mandrie; (b: stessa mandria, macellati nel 1994.  
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Fonti dei dati 
 
I dati dei test mirati a specifici gruppi di animali per gli anticorpi contro BoHV-1 tra il 
1965 e il 1989 sono stati estratti dalle statistiche annuali compilate dall'Istituto 
Veterinario Nazionale. Gli animali testati consistevano principalmente in manze da 
esportare in Russia, di animali vivi importati in Finlandia, e di animali con infezioni 
respiratorie. Il campione non era in realtà casuale, raccolto ogni anno, soprattutto nel 
caso delle manze, dallo stesso gruppo BoHV-1 free. I dati sono riportati nella tabella 3. 
Una verifica sistematica dei sieri di tori per IA è stata introdotta nel 1978. Ogni mandria 
da latte è stata testata annualmente dal 1991 per gli anticorpi contro BoHV-1. Oltre a 
questo, un campione casuale di sieri di bovini da carne è stato testato dal 1993 ( Tabella 
2 vedi sopra). I numeri sono stati estratti dalle statistiche annuali compilate da parte 
dell'Istituto Veterinario di Stato e, a partire dal 1994, dal National Veterinary and Food 
Institute. Nel 1990 le mandrie da latte testate sono state un campione casuale di circa 
1/4 del totale. Tutti i 3° e tutti i 5° dei bovini da carne sono stati campionati al macello, 
quando il numero giornaliero degli animali da macellare lo permetteva, altrimenti 
veniva campionato ogni singolo animale. Il range delle mandrie rappresentato da questi 
campioni è stato stimato essere del 70-90%. Le statistiche sui tori da inseminazione 
implicati e delle mandrie, sono state ottenute dai registri di ProAgria dati agricoli 
Processing Centre Ltd, Vantaa Finlandia, quest'ultime con permesso scritto dei 
proprietari delle mandrie. 
 
Tabella 3: Media, deviazione standard (DS), range e numero dei campioni di siero 
risultati positivi testati per gli anticorpi contro BoHV-1 tra 1965-1989. 
 
PERIODO MEDIA DEVIAZIONE 
STANDARD 
RANGE NUMERO POSITIVI 
1965-1973 68 54 4     159 10(l) 
1974-1985 661 158 335-890 0 
1986-1989 2126 1126 523-2947 0 
(l): Tutti i tori in stazione tra 1970-1971. 
 
Metodi sierologici per rilevare IBR / IPV 
 
Il metodo sierologico utilizzato nei test prima del 1990 era il test di 
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sieroneutralizzazione eseguito secondo lo standard OIE. Il kit ELISA commerciale, 
CHEKIT-Trachitest (Dr Bommeli AG, CH-3097 Liebefeld-Berna, Svizzera) è stato 
utilizzato per testare sieri animali individuali dal 1990. Lo stesso test è stato utilizzato 
anche nel 1990-1994 per sorveglianza annuale su larga scala per gli anticorpi in 
campioni BTM. Il kit IBR-Ab SVANOVA  (SVANOVA Biotech AB, Uppsala Science 
Park, SE-751 83, Svezia) lo ha sostituito nel 1995. Le stime della sensibilità e 
specificità per il CHEKIT-Trachitest non sono disponibili dal produttore, ma Rosskopf 
et al., (1994) hanno valutato la prova con materiale proveniente da allevamenti con uno 
stato di malattia conosciuta. Secondo la relazione, il CHEKIT-Trachitest ha mostrato 
una sensibilità del 94-99,3% e una specificità del 81,5-98,5% per i campioni di siero. Il 
produttore del kit IBR-Ab SVANOVA  riporta una sensibilità del 100% e una specificità 
del 92%, rispetto al test di sieroneutralizzazione. 
 
Sorveglianza dell'infezione 
 
Il numero di sieri esaminati per anticorpi contro BoHV-1 nel test annuale prima del 
1990, come pure i risultati dei test sierologici sono riportati nella tabella 3. 
 
Informazioni epidemiologiche sugli animali e gli allevamenti anticorpo-positivi a 
BoHV-1 
 
L'infezione è stata rilevata per la prima volta nel mese di dicembre 1970, quando il siero 
di un toro da IA che mostrava segni di infezioni respiratorie è risultato positivo per gli 
anticorpi contro BoHV-1. Nove dei suoi compagni alla stazione di IA sono risultati 
anch'essi sieropositivi ad un esame più attento svolto nel 1971 (Tabella 3). Uno dei tori 
sieropositivi era stato importato dalla Danimarca nel 1968 ed è abbastanza probabile 
che questo animale abbia portato l'infezione alla stazione e l'abbia trasmessa ad altri 
tori. L'importazione di animali vivi alle stazioni IA richiedeva un permesso negli anni 
sessanta, ma era ancora possibile. Il numero totale di mandrie anticorpo-positive rilevate 
nel 1990-1991 era di cinque (Tabella 4): un gruppo di quattro mandrie in Finlandia 
meridionale, e una mandria separata nella parte nord-ovest del Paese. Il numero totale di 
contatti tra queste cinque mandrie tra il 1988 e il 1991 era di 54. Tutti gli animali delle 
mandrie B, D, F, C ed E, ad eccezione di una mandria non conforme, sono stati 
esaminati nel 1991. Tutti e 28 i contatti mandria-mandria C ed E sono stati tracciati e gli 
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animali testati singolarmente. Tutti tranne D, in contatto con E, erano sieronegativi. 
Dettagli sulla stazione di IA, delle cinque mandrie sieropositive, e le informazioni 
epidemiologiche sono rappresentati nella (Tabella 4). 
La lettera maiuscola delle mandrie seguenti si riferisce alla Tabella 3. Nella mandria B 
sono stati rilevati segni di infezione respiratoria, febbre, scolo nasale e dispnea nel 
gruppo dei giovani; tuttavia il gruppo B era anche BTM anticorpo-positivo; questo è 
specificato nella tabella 2 dove il numero di mandrie BTM anticorpo-positivi nel 1990 è 
di tre. Le mandrie formano tre apparenti unità epidemiologiche. Le mandrie B e C sono 
state a contatto e avevano avuto contatti con animali e personale. L'unico animale 
sieropositivo nella mandria C era stato acquistato dalla B. La mandria E é servita da 
gruppo giovane per operare sul gruppo D, in modo tale che le manze sono state 
inseminate quando erano nel branco E, e sono tornate nella mandria D circa 1 mese 
prima del parto. La terza unità epidemiologica è stata geograficamente separata dalla F. 
Le statistiche sulle inseminazioni delle mandrie hanno rivelato che sperma proveniente 
da tre tori per IA è stato trovato positivo nel 1971 ed era stato utilizzato negli 
allevamenti B, E ed F, e proveniva da un toro diverso per ogni mandria. Ciò significa 
che forse sperma infetto era stato usato in ogni unità epidemiologica, unica strada 
plausibile di trasmissione ad altre unità. 
 
Tabella 4: Informazioni sulla stazione di IA e mandrie contenenti animali BoHV-1 
anticorpo-positivi (Ab+). 
 
MANDRIA TIPO DI 
PRODUZIONE 
NUMERO 
ANIMALI 
(APPROSSIMATO) 
NUMERO ANIMALI 
SIEROPOSITIVI 
ANNO 
DETENZIONE 
MANDRIA 
CONNESSIONE 
EPIDEMIOLOGICA 
TIPO DI 
CONTATTO 
CAUSE DI 
RILIEVO 
A IN STAZIONE 30 10 1970 ALL'ESTERO IMPORTAZIONE 
(1) 
SOSPETTO 
CLINICO 
B LATTE E CARNE 450 79 1990 A S(2) SOSPETTO 
CLINICO 
C LATTE 25 1 1991 B P, A (3) CONTATTO 
CON B 
D LATTE 50 6 1990 E A(4) BTM Ab+ 
E CARNE E VITELLI 
DA ALLEVAMENTO 
55 2 1991 A, D S CONTATTO 
CON D 
F LATTE 15 2 1990 A S BTM  Ab+ 
1: Guardare testo per dettagli; 2: Possibile contaminazione seme; 3:Stesso tipo di lavoro sia in B che C; 4: Animali 
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Misure di controllo applicate 
 
I tori sieropositivi alla stazione di IA non sono stati abbattuti dato che non era previsto 
dalla legge. La mandria B, D e la mandria F, BTM anticorpo-positive, sono state poste a 
misure restrittive nel 1991. Gli animali sieropositivi nei gruppi D e F sono stati abbattuti 
ed entrambi i BTM e i sieri individuali degli animali in questione sono stati riesaminati 
dopo i periodi richiesti. In entrambi i casi i campioni successivi sono stati tutti negativi 
e le misure restrittive sono state ritirate. Le mandrie sieropositive C ed E sono state 
trattate allo stesso modo delle mandrie D e F. Il gruppo non conforme della mandria B è 
stato anch'esso posto a misure restrittive, come sospetto BoHV-1 positivo. I due animali 
acquistati dalla mandria B sono stati testati durante la macellazione e sono risultati 
essere sieronegativi. Dopo quattro anni di misure restrittive il gruppo B è stato 
interamente eliminato nel 1994. 
 
Discussione 
 
La rarità di infezioni da BoHV-1 in Finlandia indica un introduzione alla fine degli anni 
sessanta, nonostante il fatto che le pratiche di gestione delle mandrie non siano 
generalmente a favore della diffusione di agenti infettivi. L'infezione non è stata 
menzionata nella recensione complessiva delle malattie virali degli animali in Finlandia, 
pubblicato nel 1964 (Estola 1964). E' probabile che il seme dei tre tori da IA implicati, 
sia stato utilizzato tra il 1968 e il 1979 in numerose bovine da latte e che sia rimasto in 
queste mandrie per oltre un decennio. Mollema et al., (2005) hanno dimostrato che gli 
herpesvirus possono persistere per più di 40 anni in piccole (n = 20) popolazioni ospite. 
La dimensione media per mandria era intorno alle 10 unità negli anni sessanta ed è 
meno di 20 nel 2006. Un altro percorso concepibile per l'introduzione di BoHV-1 nel 
paese potrebbe essere stato il contatto con personale straniero con una delle mandrie 
(mandria B ). Tuttavia, non c'è nulla che sostenga questa affermazione e che possa 
spiegare l'infezione per una delle unità epidemiologiche. Purtroppo non sono stati mai 
ottenuti isolati del virus dal seme o dagli animali infetti tali da fornire una sequenza 
basata su un supporto filogenetico per una comune origine. Quindi non vi è alcuna 
prova conclusiva della trasmissione sperma-mediata. É noto però il potenziale di 
trasmissione dell'IBR attraverso lo sperma, e il fatto che lo sperma di tori infetti sia stato 
utilizzato in ciascuna delle unità epidemiologiche e la politica di importazione ufficiale 
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molto restrittiva sugli animali vivi prima del 1995, indica questo percorso di gran lunga 
il più probabile. 
 
Conclusioni 
 
Le informazioni disponibili suggeriscono che il virus BoHV-1 fu importato in Finlandia 
nel 1968 con un toro da IA infetto e che si sia diffuso tra il 1968-1979 con il seme dei 
tori infettatisi alla stazione di IA. Una volta stabilita l'entità della diffusione su larga 
scala nel piano di sorveglianza annuale nel 1990-1992, sono state prese efficaci misure 
di controllo finanziate dallo Stato. 
L'infezione è stata debellata nel 1994 e da allora ulteriori garanzie sono state applicate 
alla Finlandia dalla Commissione Europea. Continuano attualmente la sorveglianza 
annuale su campioni di latte di massa e i test sierologici su singoli animali per gli 
anticorpi contro BoHV-1. 
 
PIANO DI ERADICAZIONE DANIMARCA 
 
Tra il 1984 e il 1991 la Danimarca ha dato il via ad un programma sistematico di 
eradicazione di BoHV-1. La vaccinazione non è stata inclusa come parte del 
programma. L'eradicazione era basata su test sierologici individuali e gli animali che 
presentavano sieroconversione venivano abbattuti. Solo animali sieronegativi 
provenienti da allevamenti negativi potevano essere oggetto di trasferimento tra 
mandrie. 
Oltre che con i test sierologici, lo stato di indennità degli animali era monitorato con un 
test su campioni di latte di massa prelevati dalle mandrie 4 volte l'anno. Lo stato degli 
animali è tuttora monitorato tramite analisi su campioni di latte di massa. Presso il 
laboratorio di sanità bovina vengono testati ogni 3 mesi campioni di latte di massa 
provenienti da tutti gli allevamenti come stabilito dal programma di monitoraggio per 
BoHV-1. 
 
Il metodo utilizzato per la dimostrazione degli anticorpi è rappresentato da un test 
ELISA blocking.   
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Risultati 
 
Negli anni 1996 e 1997 (rispettivamente uno e due anni dopo la macellazione degli 
ultimi animali positivi) i campioni di siero testati sono stati circa 200.000; di questi, 21 
hanno fornito una debole reazione positiva. Come indicato dalla procedura nazionale, 
l'allevamento di origine è stato ulteriormente controllato per il rilevamento di altri 
animali positivi. Nessuno degli individui rimasti ha dato esito positivo. Le reazioni dei 
21 campioni sono state catalogate come aspecifiche 
 
PIANO ERADICAZIONE NORVEGIA 
 
Nei anni '60, due focolai di vulvovaginite pustolosa infettiva sono stati diagnosticati nei 
bovini in Norvegia. Successivamente, non sono stati segnalati nuovi casi di BoHV-1 
fino al 1993, quando diversi animali in un unico allevamento sono risultati positivi 
sierologicamente. Tuttavia non sono mai stati registrati in azienda segni clinici 
dell'IBR/IPV. Tutti gli animali dell'azienda sono stati abbattuti. I tentativi di isolare il 
virus da campioni di organi hanno dato risultati negativi. Sedici mandrie in contatto e 
tutti i prodotti lattiero-caseari degli allevamenti della stessa regione erano 
sierologicamente negativi (Tharaldsen J. et al., 1993; Nyberg O. et al., 2002). Quaranta 
cervi che sono stati abbattuti nei dintorni durante la stagione di caccia nello stesso anno 
risultarono sierologicamente negativi. Dopo questo incidente l'infezione da virus BoHV-
1 non è più stata segnalata in Norvegia. 
 
L'Autorità di vigilanza EFTA (ESA) ha riconosciuto la Norvegia indenne da IBR nel 
1994. Le decisioni relative alle garanzie supplementari per i bovini destinati alla 
Norvegia sono descritte nella Decisione 74/94/COL. Il mantenimento delle decisioni 
ESA sullo status IBR-free della Norvegia, richiede rapporti annuali sulla sorveglianza 
della malattia. L'Autorità Norvegese per la sicurezza alimentare è responsabile per la 
realizzazione del programma di sorveglianza e controllo. Il National Veterinary Institute 
è responsabile della pianificazione del programma, della raccolta dei campioni di latte 
dai caseifici ed esegue i test. I campioni di sangue provenienti da allevamenti da carne 
vengono raccolti da ispettori dell'Autorità Norvegese per la sicurezza alimentare. 
Lo scopo del programma di sorveglianza e controllo per  IBR/IPV è quello di 
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documentare l'assenza della malattia in Norvegia secondo le esigenze di cui alla 
decisione dell'ESA 74/94/COL  e successive  modifiche, e di contribuire al 
mantenimento di questa situazione favorevole. 
 
Tutti i campioni vengono  testati per gli anticorpi contro BoHV-1 al National Veterinary 
Institute di Sandnes utilizzando un test ELISA indiretto (Svanova Biotech AB, Uppsala, 
Svezia). In caso di risultato positivo o dubbio, viene eseguita una prova di 
sieroneutralizzazione. 
 
 
2.2.2 PIANI DI ERADICAZIONE IN ITALIA 
 
L’Italia può essere considerata un Paese a medio-alta prevalenza. La raccolta di dati 
relativa a monitoraggi sierologici più consistente è stata pubblicata dall’Università di 
Parma e si riferisce al periodo compreso tra il 1980 e il 1996 su circa 36.500 animali 
appartenenti a 1720 allevamenti della Pianura Padana (Del Giudice T. 1999). Da questa 
indagine emergeva un tasso di sieropositività del 55% degli animali e del 60% degli 
allevamenti, inoltre si evidenziava un incremento del ricorso alla vaccinazione che, nel 
1996, interessava circa il 40% degli allevamenti controllati. 
L’obiettivo principale del piano di monitoraggio era quello di stimare la sieroprevalenza 
dell’IBR nelle aziende di bovine da latte e di acquisire informazioni relative 
all’adozione di piani vaccinali specifici. Se da un lato questi dati erano sicuramente 
condizionati dalla presenza di anticorpi vaccinali derivanti dall’utilizzo di vaccini 
convenzionali, dall’altro quasi nella metà degli allevamenti in cui gli animali non erano 
mai stati vaccinati ( 83,3% delle aziende esaminate) si era riscontrata la presenza di 
soggetti sieropositivi. E’ stato evidenziato che per lo più si trattava di infezioni non 
clinicamente manifeste, e che il principale fattore di rischio, ossia l'introduzione del 
virus nell’allevamento, era rappresentato dall’acquisto di animali infetti. Da questa 
indagine è emersa anche l’associazione significativa tra consistenza dell’allevamento e 
sieropositività aziendale, nel senso che negli allevamenti di grandi dimensioni la 
probabilità che l'infezione persista è maggiore. 
Una realtà del tutto particolare è quella dei centri genetici e dei centri tori che sono 
ufficialmente indenni da IBR dal 1977; la circolare ministeriale n.79 del 1997 ha 
previsto che tutti gli animali destinati ai centri di fecondazione artificiale debbano 
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essere sieronegativi (Turin L. et al., 2003). 
Le Regioni Italiane, su richiesta del Ministero della Salute (Circolare n° DGVA. 
VIII/28926/-I.8.d/368 del 14/09/2004), sono state raccomandate di istituire piani di 
controllo nei confronti dell’IBR. Comuni a tutti i piani di eradicazione sono la 
definizione di allevamento, le qualifiche ottenibili e la tipologia dei test sierologici da 
utilizzare per il monitoraggio dell’infezione. Vengono individuate le aziende in cui sono 
allevati animali da riproduzione della specie bovina e/o bufalina, e vengono definiti 
come “Allevamenti indenni” tutti gli allevamenti che utilizzano un vaccino marker gE 
deleto, i cui animali risultano negativi al test ELISA per la ricerca degli anticorpi anti 
gE. 
Gli allevamenti definiti “Ufficialmente indenni” sono quelli in cui gli animali, nel corso 
del controllo ufficiale, hanno dato riscontro negativo al test per anticorpi totali (Del 
Giudice T., 1999). 
La Provincia Autonoma di Bolzano è stata la prima a mettere in atto un piano di 
eradicazione volontario già dal 1990, reso successivamente obbligatorio nel 1994 (Del 
Giudice T. 1999). La spinta decisiva all’attuazione del piano è derivata soprattutto dalla 
vicinanza con l’Austria e la Svizzera, Paesi con i quali i rapporti commerciali e di 
monticazione sono molto stretti e che avevano già intrapreso piani di eradicazione. La 
situazione di partenza dell'infezione vedeva una sieroprevalenza del 19,4% degli 
allevamenti e del 6,3% dei bovini. Il piano stabiliva che l’esame sierologico fosse 
eseguito su tutti i soggetti di età superiore ai 12 mesi e, negli allevamenti infetti, anche 
negli animali di età superiore ai 6 mesi. Era prevista la macellazione, dietro pagamento 
di un indennizzo, degli animali sieropositivi o dubbi appartenenti ad allevamenti infetti 
e, per quanto riguarda le movimentazioni, era vietata l’introduzione di animali infetti in 
allevamenti sani. 
Nell’impossibilità di una rapida eradicazione, il piano di risanamento della Provincia di 
Bolzano consentiva l’utilizzo del vaccino spento negli animali infetti. Successivamente 
quando furono messi in commercio i vaccini gE deleti, i sieropositivi furono vaccinati 
con quest’ultimo vaccino vivo attenuato mentre i sieronegativi con quello inattivato. 
Proprio la possibilità di vaccinare i bovini sieronegativi portò ad un considerevole 
miglioramento nel controllo dell’infezione, particolarmente evidente negli anni ‘96-‘97 
durante i quali i casi di nuove infezioni scesero considerevolmente (Del Giudice T. 
1999). Questi strumenti hanno consentito alla Provincia di Bolzano di abbassare nel 
corso degli anni la prevalenza dell’infezione fino a poter eliminare la vaccinazione e ad 
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ottenere nel 2000, unica Provincia italiana, la qualifica di “Ufficialmente Indenne”. 
Nella Provincia Autonoma di Trento il programma di controllo dell’IBR, volontario nel 
primo anno di applicazione (1997), ha acquisito carattere di obbligatorietà a partire dal 
01/11/98. Esso prevede che i capi vaccinati con vaccino tradizionale possano essere 
destinati solo al macello e che i capi di nuova introduzione siano sieronegativi. 
La Regione Lombardia ha emanato il primo piano volontario di controllo dell’IBR nel 
gennaio 2001 con Decreto Regionale n° 157 che successivamente è stato revocato e 
sostituito dal Decreto Regionale n°17770 del 30 Settembre 2002. 
Successivamente altre Regioni hanno eseguito monitoraggi a cui hanno fatto seguito 
piani di controllo. 
In Veneto è stato eseguito nel 2000 un controllo sierologico obbligatorio che ha 
evidenziato una prevalenza di capi positivi intorno al 50%. Il piano prevedeva che tutti i 
capi in compravendita fossero sottoposti a test per BoHV-1 nei 30 giorni precedenti 
l’introduzione del nuovo acquisto in allevamento. I capi sieropositivi venivano destinati 
al macello o venduti fuori regione. Era prevista la possibilità della doppia qualifica di 
“Ufficialmente indenne” oppure di “Indenne” nel caso in cui si utilizzassero vaccini 
deleti. Il Piano consentiva anche l’utilizzo di vaccini tradizionali su capi già vaccinati o 
positivi. 
La provincia di Belluno, dove l’eradicazione della malattia era più facilmente 
raggiungibile a causa della bassa prevalenza dell’infezione e del ridotto patrimonio 
zootecnico, è stata l’unica in cui il piano divenne obbligatorio ( Mandinelli R. et al., 
2001). 
In Friuli Venezia Giulia a partire dall'01.01.2000 è stato varato un piano simile a quello 
del Veneto. Attualmente il 60% delle aziende risulta ''indenne'' o ''ufficialmente 
indenne''. 
In Piemonte nell’anno 2003 a seguito del DGR 24-8144 del 30 dicembre 2002 gli 
allevatori possono aderire al piano regionale di eradicazione su base volontaria. 
L’adesione deve essere preceduta da un sopralluogo in allevamento, effettuato dal 
veterinario ufficiale competente per il territorio insieme con il  Responsabile di area A, 
alla presenza del veterinario aziendale e del titolare dell’azienda. Il sopralluogo deve 
essere effettuato di norma entro trenta giorni dalla data della richiesta di adesione al 
piano. Tale sopralluogo ha la finalità di far acquisire tutte le informazioni relative 
all’azienda, alla sua gestione, alla situazione sanitaria pregressa ed attuale ed alle 
prospettive aziendali a medio e lungo termine, per consentire la predisposizione di un 
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piano efficace sotto il profilo sanitario,  economicamente sostenibile e condiviso da tutte 
le parti coinvolte. 
Il sopralluogo è preceduto da un’indagine diagnostica conoscitiva preliminare, per 
valutare la diffusione dell’infezione nell’allevamento. Il controllo sierologico, effettuato 
su tutti i capi presenti di età superiore ai dodici mesi, preferibilmente in occasione degli 
accertamenti periodici per TB/BR/LBE, è gratuito e non vincola l’allevatore alla 
successiva adesione al piano. Gli elementi raccolti nel corso del sopralluogo vengono 
riportati sulla scheda di valutazione pre-adesione. La proposta del piano aziendale di 
controllo ed eradicazione, discussa in azienda con il responsabile dell’allevamento e con 
il veterinario aziendale, deve precisare in dettaglio le misure di profilassi diretta (piano 
di biosicurezza) e, se necessario, indiretta (piano di vaccinazione), da adottare 
nell’allevamento, integrate con le strategie di intervento specifiche e la previsione dei 
tempi di attuazione. L’allevatore formalizza  l’adesione al piano volontario di 
controllo/eradicazione  compilando e firmando una scheda di adesione. 
I prelievi per gli accertamenti sierologici periodici sono effettuati gratuitamente dal 
Servizio Veterinario della ASL competente, preferibilmente in concomitanza con gli 
altri interventi diagnostici per le profilassi di stato. Gli accertamenti sierologici devono 
essere praticati su tutti i capi di età superiore ai dodici mesi. I capi risultati positivi 
devono essere chiaramente identificati e non vengono ricontrollati in occasione delle 
prove successive. La periodicità dei controlli negli allevamenti infetti è di norma 
annuale, salvo esigenze particolari debitamente motivate. Negli allevamenti sospetti o 
infetti il controllo sierologico può essere esteso a tutti o parte dei soggetti di età 
compresa tra sei e dodici mesi, limitatamente ai casi in cui sia necessario acquisire 
informazioni supplementari per il conseguimento degli obiettivi del piano aziendale. 
In Valle D'Aosta dal 2003 esiste un piano regionale di controllo elaborato 
dall'Assessorato all'Agricoltura ed affidato all'Istituto Zooprofilattico del Piemonte, 
Liguria e Valle D'Aosta insieme ai Servizi Veterinari. Nel corso dell'ultimo 
monitoraggio (campagna 2006) sono stati testati 27.592 campioni di siero bovino. I sieri 
pervenuti sono stati analizzati utilizzando test ELISA. Analogamente a quanto avvenuto 
negli anni precedenti, gli animali sono stati suddivisi in positivi, negativi e dubbi al test 
per anticorpi totali. I negativi sono stati classificati come animali che non erano venuti a 
contatto con BoHV-1, i dubbi sono stati testati nuovamente con esami più approfonditi 
(ELISA per la glicoproteina B e sieroneutralizzazione), mentre i positivi sono stati 
sottoposti ad una prova che ne distinguesse l'origine della positività (vaccinazione con 
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vaccino deleto, vaccinazione con vaccino convenzionale, oppure da infezione con virus 
selvaggio). Durante la campagna sono state testate 1219 aziende: esse sono state 
classificate come positive, se in possesso di almeno un capo positivo, negative, se tutto 
l'effettivo è risultato tale, oppure dubbie, se non si è riusciti ad arrivare ad una 
classificazione definitiva di alcuni capi. Confrontando i dati ottenuti nel 2006 con quelli 
del 2005, si osserva una netta diminuzione delle aziende positive, che sono passate dal 
46% al 34% (Orusa R. et al., 2007). 
In Emilia Romagna il piano avviato nelle provincie di Bologna e Modena ha creato le 
basi per il riconoscimento delle aziende indenni sul territorio regionale. Il piano  di 
durata biennale, è finanziato  ai sensi della legge regionale n.28/98, e viene condotto da 
Arte Casearia di Modena, sotto la direzione scientifica del professor Sandro Cavirani, 
dell’Istituto di malattie infettive della Facoltà di Medicina Veterinaria dell’Università di 
Parma. Nel corso del primo anno è stato realizzato un monitoraggio su vasta scala nelle 
province di Bologna e Modena, che ha coinvolto più di 800 allevamenti ed oltre 42.000 
capi. L'impegno sottoscritto dagli allevatori aderenti prevede che i capi risultati positivi 
possano avere come unica destinazione il macello. Su tutte le aziende è stato eseguito 
un test sul latte di massa, per operare un primo screening tra allevamenti positivi e 
negativi. Per ogni azienda è stata compilata una scheda epidemiologica che ha permesso 
di rilevare il grado di rischio in cui si trova l'azienda rispetto all’infezione. L’attività in 
corso prevede la realizzazione di un piano di assistenza tecnica basato su protocolli di 
biosicurezza differenziati a seconda dell’esito del monitoraggio in azienda. Viene 
prevista l’attivazione di barriere volontarie ai nuovi ingressi di animali negli allevamenti 
risultati negativi e la predisposizione di piani aziendali volontari di contenimento e di 
graduale eradicazione della malattia per gli allevamenti risultati positivi. Si tratta quindi 
di un piano modulato sulla base delle caratteristiche dell’allevamento e della situazione 
epidemiologica rilevata. Col procedere della fase di monitoraggio, alcune aziende 
risultate negative al primo screening e al controllo sui singoli animali hanno avanzato la 
richiesta di ottenere un riconoscimento ufficiale. L’istanza è stata discussa con i 
responsabili dei servizi regionali competenti in materia di sanità veterinaria e di 
produzioni animali, con i quali si è concordato di inserire tra le azioni previste nel 
progetto originario anche la predisposizione di possibili “linee guida” per il 
riconoscimento delle qualifiche sanitarie. La proposta in corso di elaborazione prevede 
le qualifiche di “allevamento ufficialmente indenne” quando al controllo sui singoli capi 
sono presenti solo animali negativi, e “allevamento indenne” quando sono presenti 
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animali positivi poiché vaccinati con il vaccino gE deleto. Per richiedere tale 
riconoscimento l’azienda dovrà presentare all’ASL di riferimento un piano di controllo, 
concordato con il veterinario aziendale, con il quale si impegna ad adottare specifiche 
misure per impedire l’ingresso del virus dall’esterno o ridurre il rischio di trasmissione 
dell’infezione all’interno dell’allevamento. Possono essere previsti programmi di 
vaccinazione mirati quando la situazione sanitaria e l’anamnesi dell’allevamento lo 
richiedano, a condizione che venga utilizzato esclusivamente vaccino gE deleto 
(Tabellini R. et al., 2004). 
In Toscana con delibera della Giunta regionale n° 423/2008 è stata approvata 
l’attuazione del Progetto regionale di controllo della Rinotracheite Infettiva Bovina 
(IBR). L’adesione al progetto da parte degli allevatori è volontaria e deve essere 
formalizzata utilizzando la scheda di domanda di adesione. In seguito all’adesione al 
progetto il veterinario ufficiale, o il veterinario aziendale autorizzato dall’Azienda USL 
competente per territorio, deve compilare la scheda di indagine epidemiologica. 
L’analisi dei dati raccolti con tale scheda nonché i risultati del test diagnostico 
permetteranno di scegliere la strategia di intervento da attuare nell’azienda. L’allevatore 
dovrà quindi compilare e sottoscrivere il piano aziendale di controllo che sarà firmato 
per approvazione anche dal veterinario aziendale, dal veterinario dell’Azienda USL e 
dal veterinario della Sezione dell’IZS territorialmente competente. Nelle aziende che 
hanno aderito al progetto devono essere sottoposti ad accertamento diagnostico, 
mediante test ELISA su campioni di sangue, tutti gli animali da riproduzione e/o 
produzione di età superiore a 9 mesi. Il costo dei prelievi è a carico dell’allevatore e 
questi potranno essere effettuati dal veterinario aziendale autorizzato dall’Azienda USL 
competente per territorio, salvo laddove i prelievi coincidano con quelli effettuati per le 
profilassi di stato. I campioni devono essere scortati dalla stessa modulistica prevista per 
gli interventi di profilassi di stato che sarà fornita dal Servizio Veterinario dell’Azienda 
USL ai veterinari autorizzati. Se nell’azienda vi sono capi vaccinati, al momento del 
prelievo dovrà essere indicato quali animali sono e quale tipo di vaccino è stato 
somministrato. Gli esami di laboratorio per l’ottenimento della qualifica sanitaria di 
“Allevamento Ufficialmente Indenne” o “Indenne da IBR”, nonché quelli effettuati per 
la conferma dello stato di accreditamento, sono stati a carico dell’IZS fino al 31 
dicembre 2009; attualmente sono a carico dell’allevatore. 
Gli esami sierologici sono effettuati dall’IZS su campioni di sangue individuale 
mediante test ELISA con sensibilità e specificità tali da assicurare la corretta 
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classificazione dei sieri comunitari di riferimento (EU1-EU2-EU3). Il test di 
sieroneutralizzazione sarà effettuato sempre in parallelo al test ELISA sui maschi 
destinati alla riproduzione e nel caso in cui si abbia esito non conclusivo ai test ELISA. 
La qualifica sanitaria viene attribuita dall’Azienda USL che rilascia un’attestazione di 
“Allevamento bovino Indenne/Ufficialmente Indenne da Rinotracheite Infettiva Bovina 
(IBR)”. Possono acquisire la qualifica di “Allevamento Ufficialmente Indenne da IBR” 
gli allevamenti in cui negli ultimi 6 mesi non sono stati rilevati sintomi clinici o lesioni 
anatomo-patologiche riferibili ad IBR e nei quali tutti gli animali di età superiore a 9 
mesi hanno dato esito negativo al test ELISA IBR a due controlli ufficiali effettuati su 
campioni di sangue individuale prelevati ad un intervallo compreso fra 5 e 7 mesi. Il 
mantenimento, la sospensione o la revoca della qualifica di ''Allevamento Ufficialmente 
indenne'' o ''Allevamento indenne'' sono regolamentate dettagliatamente nel piano 
stesso. Quando, nell’ambito del territorio di un provincia, più del 50% degli allevamenti 
abbia ottenuto la qualifica di indenne o ufficialmente indenne da IBR o più del 60% dei 
capi appartenga ad allevamenti Indenni o Ufficialmente Indenni da IBR, la Regione 
Toscana, su richiesta delle Aziende USL competenti per territorio, può, con proprio 
provvedimento vietare l’uso di vaccini convenzionali (non gE deleti) su tutto il territorio 
della provincia e rendere obbligatorio il piano di controllo a tutti gli allevamenti da 
riproduzione situati sul territorio provinciale. 
Nelle Marche in data 30.10.2009 è stato approvato con decreto del dirigente della P.F. 
Veterinaria e Sicurezza alimentare n°181 il Piano Regionale di controllo della 
Rinotracheite Infettiva Bovina. Tale Piano prende le mosse dallo studio svolto nelle 
Marche nel 2008, condotto in collaborazione da Azienda Sanitaria Unica Regionale 
(A.S.U.R.) ed I.Z.S., che ha portato a rilevare una prevalenza di tale malattia del 
36,2 %, valore particolarmente elevato in grado di porre la zootecnia locale in posizione 
sanitaria d’inferiorità rispetto ad altre regioni in cui già esistono procedure di controllo. 
Il programma, che si svilupperà in questa prima fase con una durata triennale e su 
adesione volontaria, coinvolge  A.S.U.R., Istituto Zooprofilattico di Umbria e Marche,  
Associazioni Provinciali Allevatori e  veterinari Liberi Professionisti o dipendenti da 
associazioni che direttamente operano nelle aziende bovine. L’inoltro delle domande di 
adesione al programma e il rilascio delle qualifiche sanitarie competono alla gestione 
dei Servizi di Sanità Animale delle diverse zone territoriali dell’A.S.U.R. 
La Regione Liguria ha istituito con delibera n° 1660 del 21/12/2007 il '' Programma 
regionale di eradicazione della Rinotracheite infettiva bovina (IBR)''. Il programma 
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prevede un'adesione volontaria da parte degli allevatori. Gli accertamenti sierologici 
periodici sono effettuati gratuitamente, preferibilmente in concomitanza con gli altri 
interventi diagnostici per le profilassi di stato. Gli accertamenti devono essere praticati a 
tutti i capi d'età superiore ai 9 mesi. La periodicità dei controlli è annuale, salvo 
esigenze particolari. Al fine della qualifica di ''allevamento indenne'' tutti i capi di età 
diagnostica devono essere sottoposti a due controlli ufficiali con esito negativo eseguiti 
a distanza di almeno 5 mesi e non oltre 7. Si prevede per il 2011 il controllo del 100% 
degli allevamenti e dei capi controllabili, aderenti al Piano, al fine del 
mantenimento/acquisizione della qualifica sanitaria. 
Nel Lazio, il piano di controllo volontario dell’IBR è stato approvato dalla Regione con 
DGR 876 del 18/12/2006, affidandone l’attuazione all’Istituto Zooprofilattico delle 
Regioni Lazio e Toscana (IZSLT) e ai Servizi Veterinari Territoriali. La strategia del 
piano si articola principalmente su tre punti: 
1- Attività di monitoraggio sierologico negli allevamenti da riproduzione a 
carattere obbligatorio da concludere entro un anno dalla data di pubblicazione 
del DGR 876; 
2- Piano di eradicazione ad adesione volontaria per l’attribuzione della qualifica di 
indennità; 
3- Controllo sierologico obbligatorio dei soggetti in compravendita. 
 
Per gli allevamenti in adesione, la percentuale di positività riscontrata era pari al 65%; il 
valore più elevato (86,1%) è stato riscontrato negli allevamenti della provincia di 
Latina, quello più basso (47,3%) in quelli della provincia di Roma (Autorino G. L. et 
al., 2007). Il Piano di Eradicazione dell’IBR della Regione Lazio ha previsto per il 
primo anno un monitoraggio aziendale obbligatorio al fine di conoscere lo stato 
sanitario di partenza nei confronti dell’infezione. Contestualmente, si e proceduto a 
sensibilizzare, informare, formare e coinvolgere tutti gli allevatori sugli obbiettivi, i 
vantaggi e le modalità di esecuzione del piano stesso. 
In Campania la Giunta Regionale nella seduta del 29 dicembre 2007 (Delibera n° 2313) 
ha approvato il piano regionale che prevede il controllo dei bovini di allevamenti 
campani da movimentare verso allevamenti da riproduzione attraverso esame 
sierologico da effettuarsi entro 30 giorni dalla partenza. L’adesione al Piano, da parte 
degli allevatori, è volontaria. 
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Per quanto riguarda i punti in comune e le differenze rilevabili in quasi tutti i piani al 
fine dell’ottenimento/mantenimento della qualifica di “Allevamento ufficialmente 
indenne/Allevamento indenne’’, è possibile evidenziare quanto segue: 
• sono necessari due prelievi ematici eseguiti ad un intervallo di tempo compreso 
tra i 5 e i 7 mesi e che abbiano dato in entrambi i casi esito negativo ai test per 
gli anticorpi totali. 
• L’età minima dei bovini da sottoporre ad accertamenti sierologici è quasi sempre 
pari a 9 mesi, ma allo stesso tempo anticipabile in base ad esigenze specifiche. 
• L’adesione al piano è di tipo volontario in alcuni casi (Piemonte, Lombardia, 
Toscana, Marche, Campania, Liguria, Lazio), obbligatoria in altri (Province di 
Belluno, Trento, Bolzano) o ancora, modulata in base alla situazione iniziale 
rilevata. 
• In tutti i piani è possibile constatare una stretta collaborazione tra i vari enti 
pubblici (IZS, ASL) e gli allevatori. 
• Per il mantenimento della qualifica occorre introdurre capi provenienti da 
aziende di pari livello sanitario con una prova sierologica effettuata nei 30 giorni 
precedenti l’introduzione del soggetto in allevamento, inoltre nell’allevamento 
di destinazione gli stessi animali devono, in condizioni di isolamento, essere 
sottoposti a 2 prove a distanza di 21 giorni. Tutti gli animali di età superiore ai 
12 mesi vengono ogni anno sottoposti ad accertamento diagnostico con esito 
favorevole, e gli allevamenti di bovine da latte sono sottoposti ad un controllo 
sul latte di massa ogni tre mesi. 
• Per il controllo dell’infezione dovrebbero essere esclusivamente utilizzati 
vaccini gE deleti, a virus inattivato, oppure a virus vivo attenuato. 
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CAPITOLO III 
 
RICERCHE PERSONALI 
 
3.1   INTRODUZIONE 
 
Le perdite dovute all'infezione delle popolazioni bovine con BoHV-1 possono essere 
suddivise in perdite dirette (dovute alla presenza della malattia nelle sue diverse forme 
cliniche) e perdite indirette (dovute alle limitazioni agli scambi commerciali nei 
confronti di aziende o Paesi con livelli sanitari più elevati). 
Alcune direttive CEE (Direttiva 97/12/CE che modifica ed aggiorna la direttiva 
64/432/CE; Direttiva 88/407 CE) stabiliscono misure di polizia sanitaria da applicare 
agli scambi di animali ed importazioni di sperma e di embrioni bovini ed hanno posto, 
nei confronti dei Paesi dove l'infezione è presente  condizioni sempre più restrittive. 
Come si evince dalla rassegna bibliografica nel corso degli anni ’80 e ’90, diversi Paesi 
europei hanno messo in atto piani di controllo e di eradicazione su tutto o parte del 
territorio, riuscendo in diversi casi ad ottenere la qualifica di “indennità”. In questo 
contesto si inquadrano le esperienze nel nostro Paese dove, a partire dal piano portato a 
termine con successo dalla Provincia autonoma di Bolzano, si sono succeduti diversi 
piani regionali e fra questi quello varato dalla Regione Toscana. 
 
In questa tesi abbiamo seguito l'applicazione del piano di eradicazione regionale in una 
azienda di bovini da riproduzione ed ingrasso allevati allo stato brado, situata in 
provincia di Grosseto (Tenuta di Paganico). 
L'azienda ha aderito al piano regionale  soprattutto con l'obiettivo di migliorare le 
performance riproduttive ( ridurre il periodo medio di interparto ed  il tasso di incidenza 
degli eventi abortivi) e migliorare il livello del benessere animale, aspetto prioritario 
nella gestione aziendale dato il suo orientamento produttivo volto ad un sistema 
agricoltura-allevamento di tipo biologico e sostenibile. I primi provvedimenti adottati al 
fine di ridurre il periodo di interparto, che nel 2005 risultava essere in media superiore 
ai 400 gg, consistevano nel  curare più attentamente l'alimentazione degli animali e 
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nell'aumentare il tasso di rimonta (portato al 25%) per ottenere in tal modo una 
popolazione di riproduttori più giovane. 
Data la mancanza di riscontri positivi , l'azienda ha deciso di approfondire ulteriormente 
la ricerca dei fattori che incidono negativamente sulle performance riproduttive dei 
bovini. In tal senso si è provveduto a sottoporre tutti i soggetti ad esami sierologici al 
fine di rilevare la presenza di eventuali malattie infettive che potessero interferire con 
l'attività riproduttive. Le indagini sierologiche hanno evidenziato la presenza di 
riproduttori sieropositivi per anticorpi anti BoHV-1 e pertanto in concerto con il Medico 
Veterinario aziendale (Dottoressa Francesca Pisseri) si è deciso di aderire al piano di 
eradicazione regionale. 
 
3.2 MATERIALE E METODI 
 
3.2.1   ALLEVAMENTO OGGETTO DELLO STUDIO 
 
L' Azienda agricola e zootecnica denominata Tenuta di Paganico è ubicata nel territorio 
di Paganico, frazione del comune di Civitella Paganico in  provincia di Grosseto ed ha 
un’estensione di 1.500 ettari (1.100 ad uso boschivo e 400 coltivati). Dal 2002 l'intera 
Azienda è stata convertita ai metodi dell'agricoltura e della zootecnia biologica. La 
principale attività della Tenuta è quella zootecnica, vengono infatti allevati bovini, 
cavalli di razza Maremmana e suini di razza Cinta Senese. Per quanto riguarda i bovini 
sono presenti circa 100 riproduttori di razza Maremmana, Chianina e Limousine 
mantenuti allo stato brado nei 1.100 ettari di bosco. Gli animali sono divisi in tre 
mandrie divise per  razza di appartenenza ognuna delle quali è composta da un toro e 
circa 30 riproduttrici. Le tre mandrie sono separate tramite recinzioni che permettono 
contatti occasionali tra animali delle diverse mandrie. I vitelli vivono con le madri 
all'interno dei boschi e nei pascoli fino ad una età di circa sei mesi, dopodiché vengono 
trasferiti dal Podere “ Pian delle Monache”, centro di raccolta degli animali, al Podere “ 
i Noci”, dove avviene l'accrescimento e l'ingrasso. Il Podere “ Pian delle Monache'' dista 
circa 6 km dalla zona di pascolo e gli spostamenti degli animali (che avvengono con 
cadenza trimestrale) sono effettuati con condotta al passo, azione che richiede perciò un 
notevole impegno organizzativo. Nel Podere suddetto sono compiute varie operazioni 
sugli animali: diagnosi di gravidanza; prelievi ematici o di altri liquidi biologici a scopo 
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diagnostico; vaccinazioni, eventuali interventi terapeutici; apposizione dei marchi 
auricolari ai vitelli. Tutte queste operazioni sono compiute in un travaglio di 
contenimento dove gli animali arrivano tramite un sistema di recinti in legno. Nel 
Podere “I Noci” gli animali, dopo un periodo di adattamento, sono divisi (generalmente 
per razza e fascia di età) in box con libero accesso all'aperto, fino al raggiungimento 
dell'età di macellazione (18/22 mesi). I soggetti, destinati alla rimonta, sono inseriti 
nelle rispettive mandrie come riproduttori. Tutti gli animali sono alimentati 
esclusivamente con alimenti di origine aziendale: fieno, paglia , cereali e leguminose 
coltivati nei 400 ettari della Tenuta, i quali vengono miscelati e forniti come nutrimento 
ad integrazione del pascolo erbaceo ed arbustivo che il bosco fornisce stagionalmente. 
L'Azienda, allevamento compreso, è certificata come biologica ed utilizza la medicina 
omeopatica. 
 
3.2.2   SITUAZIONE SANITARIA INIZIALE 
 
L'allevamento risulta indenne da brucellosi, tubercolosi e leucosi bovina enzootica. 
Negli ultimi anni sono stati riscontrati casi di paratubercolosi prontamente risolti con la 
macellazione dei soggetti. A livello parassitologico si opera dal 2004 con monitoraggi a 
cadenza semestrale eseguiti  con analisi di tipo quantitativo (numero di uova per 
grammo di feci) per la ricerca di strongili gastrointestinali, tenie e coccidi. Sono inoltre 
eseguiti test qualitativi nei confronti dei distomi. I risultati riportano cariche parassitarie 
medio-basse che vengono trattate e contenute con prodotti di origine naturale. Nel 2009 
sono stati condotti esami sierologici che confermavano l'assenza di positività per 
clamidia e leptospira e segnalavano la presenza di tre capi positivi alla toxoplasmosi e 
due alla neosporosi. Importante segnalare che tutti i riproduttori sono positivi 
all'anaplasmosi che è considerata endemica. 
Oltre ai controlli sanitari che la normativa nazionale prevede per l'allevamento bovino, 
nell'allevamento in esame vengono effettuati su base volontaria: 
 
• un monitoraggio per paratubercolosi; 
• un piano di controllo per BVD; 
 
Al momento dell'inizio del nostro studio, l'allevamento era vaccinato regolarmente 
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(tabella 5) con vaccino gE-deleto inattivato contenente come adiuvante olio di paraffina 
(IBRAXION®). Tale vaccino viene utilizzato per l'immunizzazione dei bovini al fine di 
ridurre i sintomi clinici dell'IBR ed aiutare nei programmi di eradicazione. A seguito 
dell’inoculazione sottocutanea (nella zona della spalla) l’immunità compare dopo circa 
14 gg e dura circa 6 mesi. La presenza di anticorpi di origine materna può interferire 
con la vaccinazione. Lo schema vaccinale prevede 2 somministrazioni a distanza di 21 
gg l'una dall'altra ed un richiamo ogni 6 mesi. 
I soggetti risultati sieropositivi al test ELISA-IBR gE eseguito in data 19.04.10 erano 
12, di cui due tori e 10 fattrici. Questi animali sono stati isolati per essere poi destinati al 
macello. 
 
Tabella 5: schema vaccinale. 
 
 PRIMA VACCINAZIONE PRIMO RICHIAMO RICHIAMI SUCCESSIVI 
MANZE ~ 6 MESI (5-8) DOPO 15gg OGNI 6 MESI 
FATTRICI - - OGNI 6 MESI 
TORI* - - OGNI 4 MESI 
 
*: il piano di eradicazione della Regione Toscana prevede che essi siano risultati negativi ai test sierologici (ELISA-IBR o ELISA-IBR gE) prima dell'ingresso in allevamento e 
indipendentemente dall'età. I test devono essere  effettuati almeno 30 giorni prima della movimentazione e le informazioni sull'esito dei test devono essere riportate sul 
documento di provenienza degli animali. 
 
All'inizio del nostro studio tutti i tori risultavano essere sieronegativi, dal momento che i 
tori maremmano e limousine, risultati sieropositivi al controllo sierologico erano stati 
sostituiti con tori sieronegativi (tabella 6). 
  
Tabella 6: tori presenti in azienda. 
 
RAZZA PROVENIENZA/STATO SANITARIO VACCINAZIONI CON VACCINO gE DELETO 
INATTIVATO 
CHIANINA ACQUISTATO IBR-NEGATIVO 
ALL’INGRESSO 
02/05/07-17/05/07-20/02/08-10/10/08-18/05/09-
14/04/10-18/10/10-16/03/11-24/09/11 
   
LIMOUSINE ACQUISTATO IBR-NEGATIVO 
ALL'INGRESSO 
18/08/10-04/10/10-18/10/10-23/09/11 
MAREMMANA NATO IN AZIENDA 16/03/11-31/03/11-23/09/11 
MAREMMANA ACQUISTATO DA AZIENDA UFFICIALMENTE 
INDENNE PER IBR 
16/03/11-24/09/11 
58 
 
Per esigenze organizzative, legate soprattutto al momento in cui è possibile 
movimentare gli animali verso il podere ''Pian delle Monache'', vaccinazioni, visite e 
prelievi di sangue non sono eseguiti seguendo una tempistica precisa. Per questo non 
sempre si è può sottoporre  gli animali al test sierologico nei tempi indicati dal piano. Il 
test ELISA descritto viene eseguito presso la sede diagnostica dell'Istituto 
Zooprofilattico per il Lazio e la Toscana (IZSLT) di Grosseto (Si ringrazia la Dottoressa 
Maira Guidoni per la disponibilità e professionalità). 
Le visite sono eseguite dal veterinario aziendale riportando l'esito su un archivio 
aziendale.  
Di particolare rilievo risultano essere i dati relativi agli interparti (tabella 7) e agli 
aborti. I feti  abortiti difficilmente possono essere recuperati ed analizzati data la 
notevole estensione dei pascoli e la presenza di volpi e cinghiali che possono cibarsene. 
 
Tabella 7: Dati relativi agli interparti medi (in giorni) delle tre mandrie. 
 
PERIODO 2004-2006 2006-2008 2007-2009 2011 
CHIANINE 436 gg 451gg - 477gg 
LIMOUSINE 430gg - 502gg 531gg 
MAREMMANE 559gg - 493gg 473gg 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
59 
 
3.2.3   PRELIEVO CAMPIONI 
 
I campioni di sangue per il nostro studio sono stati prelevati per la prima volta nel 
novembre 2010 al momento del primo controllo sierologico di screening su tutti i 
soggetti riproduttori e le manze di età superiore ai 6 mesi delle tre mandrie al fine di 
valutare la sieroprevalenza per BoHV-1. Durante il campionamento abbiamo utilizzato 
elenchi prestampati che riportano i marchi auricolari di ogni soggetto da campionare, 
età, razza, e rilievi clinici del campionamento precedente. 
 
I prelievi prevedono il raggruppamento in un recinto di tutti i soggetti di una stessa 
mandria e l'ingresso di un bovino per volta all'interno del travaglio. Si attende che il 
soggetto sia sufficientemente tranquillo e si passa quindi al prelievo dalla vena 
coccigea. Il campione ematico viene riposto sul supporto porta-provette alloggiato 
all'interno del thermos da campo. Una volta finito il campionamento i campioni di 
sangue vengono mantenuti a temperatura di refrigerazione. Il passo seguente prevede il 
trasferimento del siero in provette eppendorf per il trasporto all'IZS di Grosseto per 
l'esecuzione del test. In alcuni casi è stato necessario sottoporre a centrifugazione le 
provette eppendorf per rimuovere i globuli rossi sospesi nel siero. Il trasferimento del 
siero dalla provetta vacutainer a quella eppendorf viene realizzato utilizzando una 
pipetta a volume variabile (P1000) evitando contaminazione tra campioni diversi 
tramite l'utilizzo di un puntali monouso. 
 
Primo prelievo 
 
E' stato effettuato il  5 novembre 2010 (dopo 6 mesi dal precedente, così come previsto 
dal piano) a tutti i soggetti riproduttori delle tre mandrie, tori compresi, ed a tutte le 
manze di età superiore ai 6 mesi anzichè 9 come previsto dal piano (tabella 8) per un 
totale di 100 prelievi. Nel campionamento non sono stati inclusi i vitelli di sesso 
maschile destinati ad essere trasferiti al reparto per d'ingrasso. 
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tabella 8: prelievi effettuati in data 5 novembre 2010. 
 
 CHIANINE MAREMMANE LIMOUSINE TOTALE 
MANZE (>6 mesi) 5 18 18 41 
FATTRICI 17 20 18 55 
TORI 1 2* 1 4 
totale 23 40 37 100 
 
*= Un toro già assegnato alla mandria delle fattrici maremmane e un altro inserito in seguito come maschio da incrocio per la mandria limousine. 
 
Secondo prelievo 
 
Effettuato il 30 maggio 2011. Anche in questo caso ha riguardato tutti i soggetti 
riproduttori delle tre diverse mandrie oltre alle manze di età superiore ai 6 mesi (tabella 
9) per un totale di 105 prelievi. Le variazioni rispetto al campionamento precedente 
sono dovute all’entrata in riproduzione di nuove manze, ai parti avvenuti nell'intervallo 
di tempo  e alla rimozione di soggetti a fine carriera.  
 
Tabella 9: prelievi effettuati in data 30 maggio 2011. 
 
 CHIANINE MAREMMANE LIMOUSINE TOTALE 
MANZE (>6 mesi) 4 19 22 45 
FATTRICI 18 20 18 56 
TORI 1 2* 1 4 
totale 23 41 41 105 
 
*= Un toro già assegnato alla mandria delle fattrici maremmane e un altro inserito in seguito come  maschio da incrocio per la mandria limousine. 
 
Terzo prelievo 
 
E' stato effettuato in data 23 settembre 2011 su un totale di 100 soggetti (vedi tabella 
10). Questo prelievo è stato eseguito anticipatamente rispetto a quanto richiesto dal 
piano di eradicazione per poter ricontrollare due soggetti risultati dubbi al precedente 
prelievo ed accelerare il processo di eradicazione ormai in fase terminale. 
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Tabella 10: prelievi effettuati in data 23 novembre 2011. 
 
 CHIANINE MAREMMANE LIMOUSINE TOTALE 
MANZE (>6 mesi) 1 17 16 34 
FATTRICI 18 21 23 62 
TORI 1 2* 1 4 
Totale 20 40 40 100 
 
*= Un toro già assegnato alla mandria delle fattrici maremmane e un altro inserito in seguito come maschio da incrocio per la mandria limousine 
 
3.2.4   TEST SIEROLOGICO 
 
Il test sierologico è stato eseguito presso l'Istituto Zooprofilattico Sperimentale per il 
Lazio e la Toscana, sede di Grosseto, così come previsto dal Piano di eradicazione della 
Regione Toscana. Nell'intervallo di tempo intercorso tra il prelievo e l'effettuazione 
della prova, i sieri sono stati conservati a temperatura di refrigerazione/congelamento 
nei locali dell' IZSLT. La preparazione dei sieri per le prove comprende l'utilizzo di una 
''check-list'' per l'identificazione di ogni singolo campione ed una breve agitazione  con 
vortex delle eppendorf contenenti i sieri. 
 
Come test sierologico è stato utilizzato un kit ELISA competitivo (Herd-Check Anti-IBR 
gE®, IDEXX laboratories) per la ricerca di anticorpi anti gE in campioni di siero, 
plasma e latte. 
Il test viene eseguito in micropozzetti rivestiti di antigene BoHV-1. Durante una prima 
incubazione gli anticorpi eventualmente presenti nel campione da analizzare, compresi 
quelli diretti verso la glicoproteina gE del virus, reagiscono con gli antigeni adsorbiti ai 
micropozzetti. Dopo la fase di lavaggio si aggiunge un anticorpo monoclonale diretto 
verso epitopi della gE coniugato con perossidasi. Qualora nel siero in esame non vi 
siano anticorpi anti-gE, il coniugato si legherà all'antigene gE. Al contrario, se il 
campione in esame contiene anticorpi anti-gE, questi impediranno al coniugato di 
legarsi all'antigene. Al termine della seconda fase di incubazione e dopo il lavaggio 
viene aggiunto il substrato/cromogeno. L'intensità della reazione colorimetrica viene 
misurata mediante  spettrofotometro con filtro a 650 nm. 
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Procedura del test 
 
1-Preparare lo schema della piastra (Figura 2); 
2-Distribuire il controllo negativo (50 µl in A1 e 50 µl in A2); 
3-Distribuire il controllo positivo (50 µl in B1 e 50 µl in B2); 
4-Distribuire 50 µl di siero in esame in 2 pozzetti seguendo lo schema della piastra 
(Figura 2); 
5-Diluire i campioni di siero in esame ed i controlli negativo e positivo 1/2, 
aggiungendo 50 µl di diluente; 
6-Omogenizzare i campioni usando un vortex per piastre;  
7-Ricoprire la piastra con un adesivo al fine di impedire  l'evaporazione ; 
8-Incubare per 18-24 ore a temperatura ambiente (20-25°C); 
9-Lavare ciascun pozzetto con circa 300 µl di soluzione di lavaggio per 5 volte;  
10-Distribuire 100 µl di coniugato  in ciascun pozzetto; 
11-Incubare a temperatura ambiente per 30 minuti; 
12-Ripetere le operazioni di lavaggio come al punto 9; 
13-Distribuire 100 µl di  substrato TMB (tetra-metil-benzidina) in ciascun pozzetto; 
14-Incubare a temperatura ambiente per 15 minuti; 
15-Distribuire 100 µl di soluzione bloccante in ciascun pozzetto; 
16-Leggere la reazione colorimetrica allo spettrofotometro con filtro da 650nm ; 
17-Controllare che i parametri di validazione del test siano rispettati ed interpretare i 
risultati; 
Figura 2: schema di distribuzione dei controlli e dei campioni (in doppio) 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A - - 7 7 15 15 23 23 31 31 39 39 
B + + 8 8 16 16 24 24 32 32 40 40 
C 1 1 9 9 17 17 25 25 33 33 41 41 
D 2 2 10 10 18 18 26 26 34 34 42 42 
E 3 3 11 11 19 19 27 27 35 35 43 43 
F 4 4 12 12 20 20 28 28 36 36 44 44 
G 5 5 13 13 21 21 29 29 37 37 45 45 
H 6 6 14 14 22 22 30 30 38 38 46 46 
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Validazione del test e calcolo dei risultati 
 
Affinchè l'analisi sia valida, l'assorbanza  media del controllo negativo meno 
l'assorbanza  media del controllo positivo deve essere maggiore o uguale a 0,3. 
 
Il risultato è espresso come rapporto S/N (campione/controllo negativo) ottenuto 
dividendo la media dell'assorbanza del campione in esame con la media dell'assorbanza 
del controllo negativo. 
 
Se il valore S/N è minore o uguale a 0,60 il campione è considerato positivo; se il valore 
S/N è compreso fra 0,70 e 0,60, il campione viene considerato dubbio e deve essere 
analizzato una seconda volta. Se il risultato dubbio sarà confermato si dovrà prelevare 
un altro campione di sangue dallo stesso animale per una seconda analisi. Se il valore 
S/N è maggiore di 0,70 il campione è considerato negativo. 
 
3.2.5   INDAGINE SULLA POPOLAZIONE DI CAPRIOLI 
 
Nelle zone boschive e di pascolo della Tenuta di Paganico il contatto tra ruminanti 
domestici (bovini) e selvatici (caprioli) è particolarmente frequente, soprattutto nei punti 
di abbeverata e pascolamento. Anticorpi anti BoHV-1 sono stati più volte rilevati in 
popolazioni di ungulati selvatici (Boelaert et al., 2000) e questo fa pensare che questi 
animali possano infettarsi con il virus. Il cervo può inoltre infettarsi con un herpesvirus 
strettamente correlato con BoHV-1 (Keuser et al., 2004). 
 
Non si può escludere che, in situazioni di particolare densità, tali popolazioni possano 
costituire una potenziale riserva di virus per i bovini. Non avendo informazioni sulla 
situazione sanitaria della popolazione di ungulati selvatici presenti nella Tenuta e nelle 
zone circostanti, abbiamo ritenuto opportuno effettuare una indagine sierologica sui 
caprioli per verificare se questi animali presentavano anticorpi nei confronti di BoHV-1.  
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Prelievi  
Il campionamento è stato effettuato nei mesi di febbraio/marzo 2011 durante la 
caccia di selezione secondo il Calendario Venatorio della provincia di Grosseto. 
Immediatamente dopo l’abbattimento degli animali i cacciatori prelevavano un 
campione di sangue direttamente dalla ferita inferta dallo sparo. Il siero veniva 
trasferito in eppendorf, immediatamente congelato e successivamente trasferito al 
laboratorio. Le operazioni di raccolta e gestione dei campioni sono state seguite da 
personale coinvolto nel progetto della provincia di Grosseto (Si ringraziano le 
Dottoresse Sara Innocenti e Fiora Meschi e la studentessa Francesca Angelucci per la 
preziosa collaborazione). Sono stati sottoposti a prelievo un totale di 26 caprioli; 4 
provenienti dalla zona di Scarlino e 22 dai territori della Tenuta. 
Test sierologico 
Il test sierologico è stato eseguito nel Dipartimento di Patologia Animale, Profilassi e 
Igiene degli alimenti dell’Università di Pisa.  
E’ stato utilizzato il Kit ELISA competitivo (SERELISA BHV-1 gB Ab Mono 
Blocking®, Synbiotics Europe SAS) per la ricerca di anticorpi anti-gB (glicoproteina 
B dell’envelope virale). 
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3.3 RISULTATI E DISCUSSIONE 
Tramite i risultati delle analisi sierologiche eseguite precedentemente all’inizio dei 
nostri controlli è stato possibile conoscere la sieroprevalenza nell’allevamento 
relativamente all'anno 2009 (tabella 11) e alla prima metà del 2010 (tabella 12). 
 
Tabella 11: Risultati  ELISA-IBR gE del 02.10.09 
 
     
 
Risultato 
 MANZE 
(>6 mesi) 
FATTRICI TORI TOTALE  negativi positivi dubbi* %+ 
CHIANINE 10 17 1 28 28 0 0 0 
MAREMMANE 10 25 1 36 30 6 0 16,70% 
LIMOUSINE 6 32 1 39 31 8 0 25,80% 
totale 26 74 3 103 89 14 0 15,70% 
 
*= considerati come positivi ai fini dell’attuazione del piano 
 
Tabella 12: Risultati ELISA-IBR gE 19.04.10 
 
     
 
Risultato 
 MANZE 
(>6 mesi) 
FATTRICI TORI TOTALE  negativi positivi dubbi* %+ 
CHIANINE 5 16 1 22 22 0 0 0 
MAREMMANE 8 27 1 36 30 5 1 16,70% 
LIMOUSINE 5 30 1 36 28 8 0 22,20% 
totale 18 73 3 94 80 13 1 13,80% 
 
*= considerati come positivi ai fini dell’attuazione del piano 
 
Consultando le tabelle 11 e 12 è possibile constatare che la sieroprevalenza in 
allevamento nel mese di ottobre 2009 è del 15,7%. I soggetti sieropositivi sono 6 capi di 
razza maremmana (tra i quali il toro) e 8 capi di razza limousine (tra i quali il toro). Non 
si riscontrano invece capi positivi di razza chianina né tantomeno soggetti dubbi nelle 
tre mandrie. Nel mese di aprile 2010, la sieroprevalenza risulta del 13,8%. I risultati 
hanno confermato le positività riscontrate ad ottobre 2009 per quanto riguarda gli 8 capi 
di razza limousine, mentre dei 6 capi di razza maremmana risultati sieropositivi ad 
ottobre 2009 solo 5 sono stati confermati sieropositivi ed uno sieronegativo, inoltre è 
stata evidenziata la presenza di un soggetto dubbio che al controllo precedente era 
risultato negativo. Questa parziale discrepanza nei dati può essere ascrivibile a valori di 
positività o negatività molto vicini al valore soglia. Può succedere che un animale 
positivo a basso titolo per una infezione di vecchia data e con valore vicino al limite 
soglia possa risultare sieronegativo ad un controllo successivo per un ulteriore 
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abbassamento del titolo anticorpale. Ai fini dell'eradicazione i soggetti sieropositivi 
avrebbero dovuto essere subito allontanati dall'allevamento senza aspettare il secondo 
controllo. Anche per un certo ritardo nella notifica degli esiti del controllo di aprile la 
rimozione degli animali sieropositivi è stata fatta solo nell'estate del 2010. Questi 
soggetti (ad eccezione di uno, contraddistinto dalla matricola n° AR028C027) sono stati 
spostati in un pascolo lontano da quello utilizzato per i soggetti sieronegativi in attesa di 
essere macellati. Con questa operazione si è in pratica dato inizio al programma di 
eradicazione aziendale. 
Nei Campionamenti del mese di novembre 2010 (con il quale è iniziato il nostro studio 
di monitoraggio dell’andamento del piano) ed in quelli successivi, sono stati ottenuti i 
risultati  riassunti nella  tabella 13, 14 e 15 e commentati di seguito. 
 
Tabella 13: Risultati ELISA-IBR gE 18.11.10. 
 
     
 
Risultati 
 MANZE 
(>6 mesi) 
FATTRICI TORI TOTALE  negativi positivi dubbi* %+ 
CHIANINE 5 17 1 23 23 0 0 0 
MAREMMANE 18 20 2 40 39 0 1 2,50% 
LIMOUSINE 18 18 1 37 36 1 0 2,70% 
totale 41 55 4 100 98 1 1 2,00% 
 
*= considerati come positivi ai fini dell’attuazione del piano 
 
Nella mandria maremmana è stato confermato come dubbio lo stesso animale dubbio al 
prelievo precedente (matricola n° 990012760). E' stato identificato inoltre un soggetto 
sieropositivo nella mandria limousine. Si trattava del soggetto n° AR028C027 già 
risultato positivo al controllo precedente del 19.04.10 e non rimosso dall'allevamento 
con gli altri soggetti sieropositivi. 
 
Tabella 14: Risultati ELISA-IBR gE 30.05.11: 
 
     
 
Risultati 
 MANZE 
(>6 mesi) 
FATTRICI TORI TOTALE  negativi positivi dubbi* %+ 
CHIANINE 4 18 1 23 23 0 0 0 
MAREMMANE 19 20 2 41 40 0 1 2,40% 
LIMOUSINE 22 18 1 41 40 0 1 2,40% 
totale 45 56 4 105 103 0 2 1,90% 
*= considerati come positivi ai fini dell’attuazione del piano 
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Sono stati rinvenuti solo due soggetti dubbi uno nella mandria maremmana (lo stesso 
risultato dubbio al precedente controllo n° 990012760) ed uno nella mandria limousine  
(lo stesso risultato positivo ai due precedenti controlli n° AR028C027) Questa 
discrepanza fra positivo e dubbio può essere piegata con un graduale abbassamento del 
titolo anticorpale col passare del tempo. Per una corretta applicazione del piano di 
eradicazione il soggetto avrebbe dovuto essere rimosso tempestivamente dopo il primo 
controllo al quale è risultato sieropositivo. 
 
Tabella 15: Risultati ELISA-IBR gE 23.09.11 
 
     
 
 
Risultati 
 MANZE 
(>6 mesi) 
FATTRICI TORI TOTALE  negativi positivi dubbi* %+ 
CHIANINE 1 18 1 20 20 0 0 0 
MAREMMANE 17 21 2 40 39 0 1 2,50% 
LIMOUSINE 16 23 1 40 39 1 0 2,50% 
totale 34 62 4 100 98 1 1 2,00% 
 
*= considerati come positivi ai fini dell’attuazione del piano 
 
All'ultimo prelievo del 23.09.11 è risultato dubbio lo stesso soggetto maremmano 
risultato dubbio al prelievo del 30.05.11 (n° 990012760) e nella mandria limousine il 
soggetto dubbio al precedente controllo (n° AR028C027) è risultato positivo. A seguito 
di quest'ultimo risultato ambedue i soggetti sono stati isolati per essere successivamente 
inviati al macello. 
Per quanto riguarda il soggetto n° AR028C027 abbiamo assistito ad una leggera 
fluttuazione del titolo anticorpale (positivo, positivo, dubbio, positivo) ai 4 prelievi 
eseguiti in successione. Questo risultato ci conferma che per maggiore scrupolo, 
soprattutto nelle ultime fasi del processo di eradicazione è preferibile rimuovere 
dall'allevamento anche i soggetti dubbi. In alternativa questi dovrebbero essere 
ricontrollati al più presto e se confermati dubbi essere prontamente rimossi. 
Non sono state riscontrate positività per anticorpi diretti verso la gilicoproteina B di 
BoHV-1 nei campioni di siero dei caprioli abbattuti nella stagione venatoria di 
febbraio/marzo 2011. 
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3.4   CONCLUSIONI 
 
Il nostro monitoraggio del piano di eradicazione regionale applicato ad un allevamento 
da riproduzione allo stato brado, sebbene sia stato eseguito per un periodo di tempo 
abbastanza limitato, ha confermato che il piano stesso può essere applicato anche in 
quella particolare realtà di allevamento. Il piano, nonostante alcune irregolarità quali il 
ritardo nell'allontanamento di alcuni soggetti positivi o dubbi, sembra essere arrivato ad 
una fase terminale. A questo punto sarà necessario procedere ad ulteriori controlli 
semestrali fino al raggiungimento di due controlli consecutivi negativi su tutti i soggetti, 
condizione necessaria per l'acquisizione della qualifica di indennità. Riteniamo che in 
questa fase sia ancora necessario continuare la vaccinazione con vaccino gE deleto e 
sospenderla soltanto quando si sarà raggiunta la qualifica di allevamento indenne. 
Riteniamo che la vaccinazione abbia contribuito a mantenere alto il livello di immunità 
umorale ed in questo modo ridotto la escrezione virale durante eventuali fasi di 
riattivazione dell'infezione latente. Considerando che alcuni soggetti positivi e dubbi 
sono rimasti per un certo periodo di tempo nell'allevamento nel caso che questi fossero 
tornati ad essere escretori di virus i soggetti sieropositivi potevano essere in numero 
superiore. Pensiamo che le condizioni di stress, fattore importante per la riattivazione 
dell'infezione latente, possano verificarsi con minor frequenza in un allevamento brado 
rispetto alla stabulazione permanente. E' verosimile inoltre che nei bovini allo stato 
brado la trasmissione virale risulti meno efficiente che negli animali allevati in ambienti 
più ristretti. Gli aspetti sopra menzionati compensano in parte le maggiori difficoltà che 
si possono riscontrare negli allevamenti bradi soprattutto nella esecuzione dei prelievi e 
degli interventi vaccinali. 
Gli esami sierologici, con risultato negativo, eseguiti sui caprioli abbattuti sul territorio 
della tenuta, sebbene piuttosto limitati, fanno pensare che una volta eradicata l'infezione 
nei bovini questi non abbiano possibilità di reinfettarsi mediante contatti occasionali con 
questi selvatici. Su questo aspetto dovrà comunque continuare l'opera di monitoraggio 
in modo da raccogliere ulteriori informazioni anche nelle prossime stagioni venatorie. 
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